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ABREVIATURAS

CPS - gcarbamila fdsfato sintetase T

CTC - L-ornitina carbamila transferase

ASrf L-arginina succinato liase
L-arg - L—afginina

" GOT - L-glutamato oxaloacetato transaminase (amino

transferase)

GPT - IL—glutamate piruvato transaminase (aminotrang’:

fegase).
GDH - L—glutamato‘desidrogenase
GSH ;'glutatiéo reduzido
'NADH - nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida
NA?} ~- nicotinamida adenina dinucleotideo oxidada
ATP - adenosina trifosfato.

ns — nao significativo
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I. INTRODUCAO

AMINOACIDOS ESSENCIAIS E AMINOACIDOS NAO ESSENCIAIS

A essencialidade de compostos nitrogenados na nutrigao
animal foi verificada em principios do século ¥IX, quando uma dieta
livre de proteinas foi oferecida a caes, levando-os em pouco tempo

a morte.

O desenvolvimento das técnicas de hidrdlise de protel -
nas e separagao dos seus constituintes, os aminoacidos, contribuiu
para o esclarecimento desta essencialidade. Uma proteina tem seu va

lor nutritivo na qualidade e quantidade de seus componentes.

Rose & Scull (1938) usandoAdietas com misturas de amino
acidos purificadds,_em vez de proteinas, definiram o carater de es-
sencialidade: "um componente alimentar essencial e aquele gue nao
pode ser sintetizado pelo organismo animal, a partir de material ox
dinariamente 3 disposigao, em velocidade e extensd@o satisfatorias

as exigéncias de crescimento e manutengao normais",

Para o rato em crescimento, dez aminoacidos sao conside

rados componentes alimentares essenciais (Dick, 1957).



Aminoacidos essenciais , Aminoicidos ndo essenciails
lisina glicina
triptOfaho alanina
histidina o serina
fenilalanina R dcido aspartico
leucina acido glutamico
isoleucina | prolina
treonina : hidroxiprolina
metionina - - tirosina
valina 1 - ) cistina
arginina : , E c1trullna

- Em publlcagoes suce551vas, ROse et alll (1935a b,c) ve-.
rificaram as . nece551dades de am1noac1dos essenc1als para o homem ,

que‘nao-dlferlram das do rato albino.

SINTESE DE AMINOACIDOS NAO ESSENCIAIS: FONTE DE AMONIA

Conhecendo os aminoacidos essenciais nos seus niveis mi
nimos que mantem um crescimento maximo em ratos, Rose et alii (1949)
» ) ‘ » . ) 'Y Y e . - ) ’ <« a

investigaram quais as fontes .de nitrogenio para a sintese dos. amino

acidos nao essenciais.

Os'resultados vieram demonstrar gue varios componentes
‘nltrogenados podiam ser utilizados para acelerar o cresc1mento do.
‘rato, guando a dieta sO contém os aminoacidos essenc1als em seus nl
VVElS mlnlmOS.~A adlgao de sais de amonia, acido glutamlco, glicina
ou mesmo a ureia foram eficazes no ganho de peso dos animais, sendo

a ureia que proporciOnou o menor ganho de peso.

Paralelamente, Lardy & Feldolt (1959) verificaram que -a
‘suplementagao: com citrato de amdnia a uma dieta de uma mistura de
3 am1noac1dos essenc1als, ‘em seus nlveis mlnlmos, deu a mesma respos-~
‘ta ao cresc1mento de ratos que uma suplementagao de uma mistura de'
aminodcidos nao essenciais contendo as mesmas quantidades de nitro-

génio.



Mais tafde, foram publicados varios trabalhos com ratos
emn Cresciménto; recém desmamados, alimentando-os com dietas conten-
do os aminodcidos essenciais em seus niveis minimos suplementados
com varios compostos nitrogenados como fontes de nitrogénio para
sintese dé aminoidcidos n3o essenciais. Os resultados destas experi-
éncias demonstraram que sais de amdnia (acetato, citrato monoacido,
cloreto,‘lactato) glutamato monosodie, glicina e ureia foram bastan
te eficientes parakliberar“grupos alfa~aminicos utilizaveis para a

biossIintese dos aminoacidos nao essenciais,

_ Rose et alii (1955¢), em seus estudos sobre necessidades
de aminoécidoswessenciais,'alimentaram homens com guantidades exage
‘radas'de glicina ou ureia em combinagdo com misturas de aminodcidos
essenciais. A glicina e a ureia foram fornecidas como fonte de ni-

trogenlo para sintese de amlnoacidos nao essercilais.

Rose & Dekker (1956) demonstraram que O nitrocenlo urelk
co f01 utilizado para 51ntese de amlnoacidos nao essenciais por ra-.
tos em crescimento quando nenhuma outra fonte de nitrogenio protéi=
co era disponivel, numa dieta qgue continha somente os dez aminoaci-

dos essenciais em seus niveis minimos.

Dick (1957), em suas experi§ncias com ratos albinos em
‘crescimento, evidenciou o aproveitamento de nitrogénio nZo protéico
na forma de citrato de amdnia ou acido aspartico refletido em ganho

de peso dos animais.

' Snyderman et alll (1962), em seus estudos para determi~-
nar o fator nitrogenado limitante, utilizaram a protelna do leite
em criancas. Entre outras conclusoes, Snyderman demonstrcu que a su
plementacao de nitrogénio nao especifico contribuiu para a sintese
de proteina, alimentando criangas com.dieta de baixo contefido pro-
‘t&ico - em que a ureia com 15, cacloreh:de ambnia 154 foram ofereci
dos. A 1ncorporagao substanc1al de nitrogénio marcado em proteina
plasmatica e hemoglobina resultou da allmentagao de fonte de nitro-

genlo nao espec1flco.

Nos estudos de Korslund (1974), com allmentagao protei~
ca suplementada com ureia, conflrmaram-se os resultados de Snyder, -
‘man. um produto nltrogenado nio espec1flco f01 eflcaz, fornecendo
um valor nutritivo aparente de um alimento intacto como fonte - de



proteina para individuos em crescimento, Tal fato leva-nos a consi-
‘derar que fontes de baixo custo de nitrogénio nao especifico possan
ser utilizadas na suplementagao de proteinas nas dietas dos homens,
incluindo criancas. Portanto, hi dados positivos quanto & utiliza -
cao de nitrogénio nio especifico, guando numa mistura adeguada de
aminoacidos esseﬁciais, cada um destes em seus niveis minimos, sao
fornec1dos para manter o crescimento em ratos e o balan¢o nitrogena

do no homem.~

De acordo com Gallina et alii (1871), para gque o nitro-
. génio uréico possa ser aproveitado para sintese de aminocacidos nao
essenciais, sdo necessirias as seguintes etapas:
. 1. hidrdlise da ureia a aménia por bactéria intestinal;
2. incorporagdo de amdnia a alfa-cetoglutarato para ori
ginar glutamato;
“3, disponibilidade de alfa-cetodcidos de amino&cidos
-ndo essenciais;
4, transaminacao destes alfa-cetoacidos por glutamato.
0 efeito da restrigdo prot@ica sobre a incorporagdo de
amonia 15 em proteinas f01 estudada por Richards et alii (1967) em
_1nd1VLduos saudavels e uremlcos. Eles fazem referenCLas a gue a amo

‘nia € a forma em Zue o homem incorpora o nitrogénio uréico derivado

da agao microbiana da flora intestinal.

Giordano (1963), em suas experiéncias com individuos u-
- rémicos, evidenciou que a ureia & potencialmente utilizada para sin
tese de protefna e que nestes individuos o nitrogénio uréico acumu-

lado pode ser usado para processos anabélicos, uma vez que lhes sa=

ja fornecida uma dieta adequada em calorlas e um suprimento minimo

de aminoacidos esseno:Lais°

Giordano et alii (1966) citam que a incorporacgio de lSN‘
~ em aminodcidos plasm&ticos por pacientes ur@micos ndo foi impedida
quando a flora intestinal foi suprimida com paramomycina. ‘

Giovanetti & Maggiore (1964) prepararam uma dieta defi=-
ciente em nitrogénio e a suplementaram com mistura de amino&cidos
essenciais ou proteina de ovos, conseguindo alguns resultados posié5vA



53!

tivos: diminuigio da azotemia e o balango nitrogenado alcangou o e-

quilibrio em alguns casos.

gF o,
BEOTECH sEv,
H/EVITUTD DF Fagy
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SINTESE DE AMINCACIDOS A PARTIR DE ALFA-CETO ANALOGOS

Lardy & Feldott (1950) testaram a eficacia do alfa-ceto
 §cido correspondente a treonina, substituindo esta em dietas conten
do citrato de ambnia. Sugeriram que & o esqueleto peculiar dos ato-
mos de carbono de cada uma destas mol&culas que constitui o compo'~

‘nente essencial nutritivo.

Rose (1937, 1938) ja havia feito especulagao a este res

peito.

Gallina & Dominquez (1971) observaram gue, guando a in-
;Vgestao de carbohidratos foi reduzida na dleta, o nltrogenlo ureico

‘ndo corriglu o balango nitrogenado. , A : T

" Richards et alii‘(l967) sugeriram que pacientes uremi -
cos poderiam utilizar o nitrogénio da ureia enddgena para a sintese
de proteinas se lhes fosse oferecida uma dieta com os alfa-ceto ana

logos dos amino3dcidos essenciais.

Rudman (1971) demonstrou que o homem pode converter o
acido alfa-ceto isovalérico e o Acido fenilpir{ivico nos correspon -

dentes aminoacidos essenciais, valina e fenilalanina.

Giordano et alii (1972) usaram cloreto de amOnia 15 na
dleta de pacientes sadios e pacientes urémicos, para testar a capa~
cidade do Acido alfa-ceto isovalérico e o &cido fenilpirtUvico subs-~
tituirem os amincacidos correspondentes. Suas conclusdes sdo  que,
tanto os individuosbsadios como os individuos urémicos, sao capazes

de sintetizar valina e fenilalanina de seus ceto-~anialogos.

Chow & Walser (1974) substitui ndo, numna dieta de uma
mistura de aminoacidos, L-metionina, L-fenilalanina, L-leucina, L~
isoleucina e L-valina por seus alfa-ceto znZlogos, demonstraram gue
estes podem, com varios graus de eficiléncia, substituir os aminodci-
dos correspondentes. A bactéria intestinal n3o pareceu ter um impor



tante papel neste processo.

. COMO SE EXPLICA QUE A UREIA, UM CATABOLITO NORMAL

DO METABOLISMO NITROGENARO, POSSA SER I'ONTE DE NI

TROGENIO PARA SINTESE DE PROTEINAS?

Todo o nitrogénio da dieta & uma fonte potencial de amé
nia, um metabSlito normal altamente tOxico para as células do corpo
e da microflora intestinal. Os animais livram~se da amonia conver -
tendo-a em produtos nido tdxicos ou facilitando a difus3o no meio am
biente, Os mamiferos possuem um sistema enzimatico especializado
que transforma a amdnia em ureia, produto catabdolico natural dos a-

nimais ureotélicos. (Visek, 1974).

7 Os ruminantes sao particularmente bem adaptados a con-—
verter o nitrogénio uréico da dieta em amonia, que pode entazo ser
utilizada em seu organismo para sintese de aminoicidos n3o essen-
éiais,<ou para'sintese tanto de aminodcidos essenciais como de ami-
noacidos ndo essenciais, pelas bactérias do rumen. Entretanto, é im
pdrtante o fato de que os~animais monogastricos possam utilizar es-
te nitrogénio na sintese de aminoacidos n3o essenciais para ' suas
proteinas. A utilizagdo € maior quando a dieta protéica & minima e
quando a necessidade & maxima, como nos animais em crescimento. Es-
ta evidéncia tem sido testada. nos animais jovens por medida de
crescimento e, com menor eficiéncia, em animais adultos, pelo balan

¢o nitrogenado.

Vérias espécies animais, como ratos [Bloch (1946); Rose
e Dekker (1956)] . gatos EKornberg (1952)] , coelhos [King (1971) 1,
carneiros {XCarver (1974)] , aves BFeatherston et alii (1962)],t03
ros [Harmeyer et alii (1971J] e até o homem, [Rose (1949, 1955cywWal
ser et alii (1959); Giordano (1963, 1866); Gallina (1971), Korslund
(1974)] entre outras, tem sido estudadas, ou por crescimento, ou
por balanco nitrogenado, a respeito da‘sua capacidade para incorpo-
rar'nitrogéniornao proteico em suas proteinas teciduais. Os resulta

-dos sac muito divergentes.

Cheo et alii {1953) mostraram gue ureia marcada com l4c,



gquando injetada em ratos adultos normais, & decomposta, e cerca de
40% de 14C02‘ aparece nos gases respiratdorios em 24 horas. O rato

eviscerado decompoe a uréia comparativamente com menor velocidade.

, Menyhdrd (1971), em suas observagdes clinicas, verifi -~
¢ A - - .
cou que o nivel de ureia sanguinea segue uma curva de tempo tipica
de saturagdo em pacientes urémicos. Baseado nestas observagoes, fez
experiéncias onde notou um efeito regulador da concentragao da u-
réia sobre a velocidade de produgao de ureia, por fatias de figado

de ratos.

A ; Eggum et alii (1973) aflrmam gue a eflclenc1a da allmen
‘,tagao de animais monogastrlcos com nitrogénio nao protelco &epende

muito da composicao de aminoadcidos da proteina da dieta. Dal os re-
sultados divergentes obtidos por alguns pesguisadores. O nitrogénio
nép,protéico, dizvele, podera ser preferido para sintese de protel-
na mesmo quando o nitrogédnio proté@ico estiver disponivel na dieta ,
pois o aproveitamento de um ou de outro vai depender da capacidade

de formacao de grupos alfa-aminicos.

v , - Alguns pesquisadores tém investigado o efeito da alimen.
tagcao com ureia,,em animais ruminantes, sobre as atividades das en-
zimas do ciclo da ureia [Chalupa et alii (1970), Prior et alii(1970)
- Salem et alii (1973)] . Harmeyer et alii (1971)fintere33aram~se so=-
bre o metabolismo da flora microbiana e do ﬁecido do animal hospe =
deiro alimentado com ureia, verificando a composicio de aminodcidos
no plasma sangulneo e comp051gao de aminoacidos das proteinas mlcro

blanas.

O efeito da alimentagao com ureia sobre os sistemas en-
zimaticos responsaveis pela desintoxicagdo da amdnia nao foi inves-
, tigado‘nos animaisgmonOgéstricos. Apesar dos estudos de Schimke
.(1962a,b,'1963) terem revelado alguns dos mecanismoes que poderiam
fundamentar as adaptagbes a varias cargas de nitrogénio protéico, a
import3ncia do problema da toxidez da amdnia permanece. HA necessi-
dade de maiores esclarecimentos sobre a regulagao da sintese da u~-

rela.

v O principal caminho da sintese da ureia de nitrogénio
alfa~aminico no figado de mamifero envolve a formagdo inicial de
glutamato no citoplasma, por reagSesVde transamin@gao entre varios
aminodcidos e alfa-cetoglutarato. O glutamato & transportado por um



sistema chregador espec1f1co na matriz mltocondrlal, onde ele e ae
saminado por reaan com glutamato desidrogenase. As enzimas carbami
la fosfato sintetase I e ornitina transcarbamilase estao localiza -
das na matriz mitocondrial, enquanto que as outras enzimas do ciclo
da ureia s3o0 enzimas citopl@smicas. A sIntese de citrulina & reali-

zada na mitocondria.

Sabe-se que a velocidade total de sintese de ureia em
figaao de rato aumenta em resposta a uma dieta rica em proteinas.As
étividades das enzimas do ciclo da ureia aumentam nestas condigaes
&Schimke, 19622), Kravicka (l974ﬂ,cnmo as atividades de algumas ami
notransferases (Krebs) 1972). |

PouCO‘se conhece a respeito dos fatores que controlam'a’
sintese da ureia [Schimke (1964), Buttery (1971), Tatibana (1972) ,
Krebs (1972, Krebs et alii (1973), Mc Givan et alii (1973)]

Neste trabalho propomo-nos:

1) A investigar‘as mudangas que ocorrem na atividade
das enzimas do ciclo da ureia e das enzimas relacionadas com.o meta
bolismo de grupos aminicos, como as aminotransferases, glutamato pi
ruvato aminotransferase e glutamato oxaloacetato aminotransferase ,
e a glutamato de51drogerase, quando adicionamos ureia a uma dieta
com proteina e a uma dieta sem protelna €m anlmals monogastricos, u
~tilizando ratos Wistar machos em nossas experiéncias. Uma vez que a
necessidade da protéina para o crescimento & mais critica do que a-
quela para a manutengao, pareceu-nos mais indicado 1nvestlgar o e~
feito da suplementagao de nitrogénio nao protéico a dieta para | os

animais em crescimento.
2) Tentar responder a algumas perguntas como:

a) A ureia exdgena teria algum efeito sobre a sinte-
se da ureia éndégena? Este efeito seria uma re-
press3o, com consedquente’ poupancga de grupos alfa-
aminicos para sintese de aminoicidos n3o essen -

ciais?



b) A;ureia exégena,induziria uma ureéseétecidual? Os
estudos sobre a exist@ncia de uma ureaéezha muco-
sa gistrica s3o controversos | Luck (1924), - Lind
et alii (1964), Maramaa (1966), Aoyagifet alii
(1966a,b), Evans et alii (1966), Delluva et alii
(1968), H8ller (1971)]. |

c) Existe outro sistemavenzimatico especifico para o

metabolismo aa ureia? Muitos pesquisadqres‘ falam

, ém reciclagem do nitrogénio ur@ico no homem [Ri-
‘chards (1972), Rosenver (1975)]. .

'd) A ureia teria um efeito direto ou intermediario

sobre o metabolismo nitrogenado?

Para responder a estas perguntas e assim esclarecer a
natureza do fendmeno, nos propomos a executar os seguintes  passos

experimentaiss

1) Usando dieta normoprotéica e dietas hipoprotéica e
livre de proteinas, suplementadas com ureia, utilizando ureia e
concentracdo isonitrogénica d dieta normoprot@ica, avaliar a adapta
¢30 enzimdtica com restricdo total de proteina e com restrigdo par-
cial. A variacao do nivel das sequintes enzimas foi exeminada::
a) carbamila fosfato sintetase I EC-2.7.2.2a -
b) L-ornitina-carbamila transferase EC-2,1.3.3
c) L-arginina succinato sintetase EC-6.3.4.5
'd) L~arginina succinato liase EC-4.3.2.1
‘e) L-arginase EC-3,5.3.1
f) L-glutamato desidrogenase EC=1.4.1.3
g) L-glutamato: oxaloacetato aminotransferase EC-2.6.1.10
-h) L-glutamato: piruvato aminotransferase EC~2;6.1.12,
i) urease EC-3.5.1.5
; 2) Usando dieta normoprotéica e normoprotéica suplemen-
tada com ureia, avaliar o efeito direto da ureia sobre os niveis

destas enzimas.



II. MATERIAL E METODOS

1. ANIMAIS

; Foram uéados em todas as experiéncias ratos brancos, ma
chos, Wistar, procedentes do Biotério do Instituto Central de Bioci
encias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, com a idade de
30-35 dias. Os animais foram desmamados no periodo normal (24 dias
da data do nascimento) e mantidos numa dieta para ratos(*), ad libi
tum, até serem selecionados, de maneira que 0OS grupos experimentais
pesassem de 60-70 g, quando foi iniciado o tratamento com a dieta
purificada. Eles foram guardados em gaiolas individuais, numa séla
com luz intermitente, com perfodos de iluminagdo de 12h (6h-18h) ,

temperatura de 22?C e umidade relativa de 50-60%.

7 - As gaiolas de telas de arame possuiam o fundo com espa-~
¢cos entre os fios de arame de modo a permitirem que as fezes cais-

sem numa bandeja, para impedir a coprofagia.

‘ O alimento foi colocado em tijelas de ceramica, pro-
prias para passaros, tendo na parte superior um orificio de mais ou
mencs 4 cm de diametro. As=im impedia-se que os animais dispersas-

sem o alimento ou mesmo pudessem : contamina-lo com fezes cu urina .

(*) (Racao para ra+tns do Moinho Guarany S/A - com a seguinte compo-
sicao (g) - protidios, 20%; lipidios, #4%; celulose, 5%; glicl -
dios, 52%; célcio, 12,%; fosforo, 0,8%; sal marinho, 0,5%; man-
ganes, 0,005%; vitamina By, 1500 U.I. p/kg; vitamina Bj, 5000

Mg p/kg; vitamina D3, 1200 U.I. p/kg; vitamina A, 3000 U.I. p/
-*%kg; oligoelementos como ferro, zinco, iodo, cobre e cobalto sob
forma de tragos).
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Entretanto, quando o alimento'fosse dispersado, o fundo da tela de
arame das gaiolas possibilitava‘corregées apropriadas, recolhendo-o
nas bandejas. A agua éra suprida por mamadeiras, preSasvexternamen~
te por arames, as quais j& estavam habituados no Biotd8ric de sua

procedéncia.

; Tanto o alimento quanto a &gua foram consumidos ad libi
tum, ' ‘
O consumo de alimento e as diferencgas de peso dos ani -

mais foram determinados diariamente, & mesma hora (8 horas).

Em um pericdo normal de uma semana todos os animais re-
ceberam uma dieta purificada contendo 18% de caseina, em forma de
farinha, para que se adaptassém ad isolamento e ao tipo de alimenta
,géo e assim fosse compensada qualquér falta de uniformidade na his-

toria dietética anterior ao periodo experimental.

Apos este perlodo, em que os animais alcangaram um peso
corporal medio de 75-85 g, alguns foram sacrificados para a determl
knagao da atividade das enzimas propostas, considerando-se neste mo-
mento o tempo zero de nossas experiéncias. Os ratos restantes foram
divididos em trés grupos; Grupo A, foi alimentado com a dieta puri*'
ficada sem ureia; Grupo B, recebeu a dieta purificada suplementada
com a ure1a e o Grupo C, para efeito de controle, permaneceu com a
dleta purlflcada usada no periodo de adaptagdo. A divisdo em gru-

‘pos’f01 feita ao acaso.

Apds sete dias, metade dos animais de cada grupo foi sa
crificada e depois de 14 dias do tempo zero, a outra metade foi tam

bém‘sacrificada.

Os animais foram sacrificados 3 mesma hora em cada ma-
nha, de manelra gue as variagoes possiveis devido ao rltmo circadia

no fossem dlmlnuldas.
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2. DIETAS

o V A maioria dos trabalhos sobre metabolismo em ratos & o-
missa ou ha uma discrepancia quanto as necessidades de alguns nutri
entes componentes das dietas, Greenfield, H. ettaliiﬂ(197l). Um es—
tudo sobre necessidades de vitaminas na dieta para ratos nos leva a

mesma afirmacao.

yﬂ‘As dietas foram preparadas tendo como base a dieta puri
ficada para rato de Santos e Warner (1968), modificada. [Rose(l956)
Warner (1962)].



ESTUDO COMPARATIVO DAS MISTURAS DE VITAMINAS UTILIZADAS EM DIETAS PARA RATOS

mg/100g de dieta

 VITAMINAS
: Rose Rosen Harper{(1959) Klain "Wagner Santos Decken Itoh
(1956) (1959) - Stucki(1962) (1962) (1962) (1968) (1972) (1974)

Tiamina ~ HCl 0,500 1,000 0,500 2,220 0,125 2,200 0,500 0,511
RiboflaViﬁé : 1,000 1,000 0,500 2,220 - 2,200 0,500 0,511
Acido nicotinico 0,500 4,000 2,500 10,000 . 1,500 3,900 2,250 2,499
Acido p~amino benzdico 30,000 20,000 - 11,100 - 11,000 2,500 -
Pantotenato de calcio 2,500 6,000 2,000 40,300 0,800 6,600 1,500 1,997
Piridoxina = HC1 0,500 1,000 0,250 2,220 0,120 2,200 0,500 0,246
Inositol | | 100,000 15,000 10,000 11,100 - 11,000 2,500 9,996
Acido fOlico 0,100 - 0,020 0,020 0,200 - 0,198 0,045 0,017
Cloreto de colina 200,00 200,000 150,000 166,500 75,000 165,000 37,500 150,000
Biotina 0,010 0,020 0,010 0,044 - 0,044 0,010 0,008
Cianocobalamina - - 0,002 0,003 0,5 * 0,003 0,675 1,7 %
Menadiona 0.200 - 0,050 5,000 0,010 4,950 1,120 0,051
Acido ascorbico - - 5,000 100,000 - - 22,500 4,470
Vitamina A - - 400 UI 2.000 UT 200 UT 1982 UI 450 UI 2.000 UI
Vitamina D - - 200 UI 222 UI ? 220 UI 50 UI 200 UI
ol — Tocofenol 2,500 - 10,000 11,100 6,000 11 uI 2,500 10,000
PS5 de figado"Wilson"(1:20) 400,000 - - - - - - -
O8leoc de figado de Halibut 50,000 500,00 - - - - - -

(*) g



Composicao e contetado de nitrogeénioc das dietas experimentais

Ingrédientes % Compoéigéo
Caselna o | 18,00 18,00 - - 9,00 9,00
Amido de milho . 51,30 57,50 69,30 75,50 60,30 66,50
(Maizena Duryea) : .
Bleo de milho 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
{Mazolla) ~ : , : , - ,
Sacarose 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00
(agucar Uniao) ' . ;
Sais minerais ') | 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
DL metionina . 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23
Mistura: de v1tam1nas(**) 0,27 0,27 0,27 0,27 0,27 0,27
Ureia (45% N) | | 6,20 - 6,20 =~ 6,20 -
Nitrogénio totall ) 4,75 2,40 2,38 0,17 3,79 1,40
Nitrogénio como suplemento 2,25 -~ 2,38 -~ 2,39 -
{ureia) ‘ ' ‘
‘(*) mistura segundo Jones e Foster (1942) )
(**) mistura de wvitaminas segundo Santos,A.C.(1368)
(***%) g de nitrogenlo nas dietas determinadas pelo método de Kjel

dahl em tres amostras.

a diferencga nas dietas residiu na substituicao de fon=~
tes de nitrogénio por amido de milho e em dietas sem ureia e suple-
mentadas com ureia, de maneira que mudancas no nivel de proteina e
todas as adlgoes de wureia foram compensadas ajustando a percenta -

gem do amido de milho. Os regimes foram praticamente isocaldricos.

Os sais minerais foram pesados em balanga analitica e
misturados em moinho de.bolas até homogeneizagiao completa. A mistu-~
ra foi armazenada em frasco escuro, bem fechado, para uso na prepa-

racao de todas as dietas.

As vitaminas, depois de pesadas, foram misturadas pre-

viamente antes de serem :adicionadas aos outros ingredientes,

Na preparacao das dietas, cuidou-se de misturar o Jleo

de milho 3 sacarose primeiramente e, logo em seguida, foram adicio-
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nadas, gradualmente, a mistura de sais‘minerais e as vitaminas mistu-
radas. Por‘ﬁltimo,vo‘amido~dé milho e a caseina foranm incorpQrados

aos poucos aos demais componentes.'A mistura de todos os ingredien-
tes foi feita huma grande bandeja alougadaye misturadé com uma Cco-
'1her de acgo inoxidavel, de cabo longo. A dieta, aSsim preparada ’
foi introduzida num moinho de bolas para homogeneizacao; para isto
movimentou-se mecanicamente o moinho durante 8 horas, iﬁinterrupta~

mente.,

 As dietas foram conservadas a 69C na camara fria, até o

momento de uso. Para cada experiéncia preparou-se dieta nova.

3. REAGENTES

; L-ornitina-HC1l, L-alanina, L-aspartato (sal monopotas -
sdo), L-citrulina, L-arginase, NADH - forma reduzida (sazl dissddio),
‘glutatiao reduzido} N—-acetilglutamato, diacetilmonoxima, do labora-
 tdrio Sigma Chemical Co.; Acido « -cetoglutarico, 2,4~dinitrofenil-
hidrazina', ac1do pirtivico (sal de sodio) do Laboratorio Merck 1,2
propanodlona—Z oxima, da Eastman Organic Chemicals, Rochester 3, N.
Y.; ATP (sal dlssodlo),\carbamllfosfato {(sal dllltlo), IL~arginase ,
,‘urease, L-argininosuccinato (sal de bario), da C.F. Bbéhringer und
S8ehne G.m.b.H., Mannheim, Germany. Todos Os outros reagentes foram

- produtos comerciais, pro andlise.

As. solugoes dos reagentes foram feltas em volumes conve
fnlentes e conservadas em porgoes para uso, no congelador a -202C ,
para evitar congelamento e descongelamento. Para a preparagao da‘sg‘
lugdo de carbamil fosfato seguimbs os cuidados citados por Hakamura
e Jones (1970). ' ‘ | ‘ |

A enzima ornitina transcarbamilase foi preparada de fi-

gado de‘boi,'segundo técnica descrita a seguir.
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4. PREPARAGAO DA ENZIMA ORNITINA TRANSCARBAMILASE (EC 2.1.3.3. car-

- bamila fosfato, L~ornitina-carbamila transferase)

A tecnlca utlllzada foi a de Burnett e Cohen (1857),com

algunas modlflcnges.

4.1, Isolamento e purificacao da enzima

Foi usado figado de boi, fresco, obtido de matadouro ,
transportado em gelo, dentro de 2 a 3 horas, ap0s a morte do animal,
para a preparacao enzimdtica, Foram picadas, porgoes de 100g cada
B uma, homogeneizadas com solugao isotdnica de KCl 0,15M gelada, na

proporcao de 1:3;

A homogenelzagao foi feita a baixa veloc1dade num liqui
'dlflcador Wallta durante 45 segundos para cada porcac. Em seguida o
-homogeneizado foi filtrado com gaze dupla., Do filtrado reservou-se
uma amostra (n? 1), depois de ter sido medido o volume. Nesta amos-—
tra foi dosada a protelna e determinada a atividade da enzima.

; O volume filtrado foi centrifugado em garrafas de &ago
inoxidavel, numa Sorvall Superspeed RC-2B Automatic Refrigerated
Centrifuge a 3000 X g por 45 minutos, usando—se,o rotor,GSA.

o) llquldo sobrenadante foi despresado. As paredes das
‘garrafas da centrifuga foram limpas com papel de filtro, para reti-

rar as camadas de gordura, aderentes.

0 residuo‘foi suspenso no volume original do meio homo-
geneizante, misturado nas garrafas da centrifuga com ajuda de um
bastio de vidro. Ent3o, centrifugou-se novamente nas mesmas condi-

¢oes anteriores, mas durante 20 minutos.
Este processo foi repetido.

" O residuo lavado e suspenso em solugao isotdnica gelada
- de KCl o, lSM foi misturado em 10 a 15 volumes de acetona gelada

(-209C) em licuidificador Walita a baixa velocidade durante 45 se=
gundos. A mistura foi transferida a uma proveta e deixada em repou-
so por 2 minutos. Em seguida procedeu-se & filtragéo em funil gran-
de de Plichner cem SuUCCao por intermédio de uma bomba a vacuo. Antes
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de completar a filtracao, isto &, passar toda a mistur=a Sgqua-aceto~

"na, o funil foi enchido com acetona gelada (-209C).

O resTduo foi misturado levemente na acetona com um bas
t3ao de vidro curvo em angulo reto numa das extremidades. Quando o
funil continha mais ou menos a metade do 1iquido, foi cokerto = com
uma folha de papel plastico nerfurada e presa a ele com atilhos de
borracha. A partir deste momento foram necessarios aproximadamente
15 minutos para a preparagéo parecer seca. A preparagao do PO cet6—

nico foi realizada em camara fria.

0 chteﬁdo do funil de Blichner foi triturado com um basg
td3o de vidro e passado rapidamente por peneira de plastico fina, a
temperatura ambiente, e recolhido sobre uma folha de papel de fil-

tro.

O pO cetdnico resultante foi embrulhado levemente na fo
" lha de papel,de filtro que foi colocada numa capsula de porcelana
en dessecador a vacuo, com silica gel. Feito o vacuo, o dessecador
foi guardado no refrigerador a -209C.(*)
, Apos 2 dias, o pO cetonico foi pesado e fracionado em
" lotes de 10g. De cada lote»foi extralida, duas vezes durante 30 minu
tos, a enzima com 100ml de agua destilada, desionizada, gelada, com
agitagao leve e constante, em camara fria. Os extratos foram combi-
nados e permaneceram em repouso para sedimentar a porgao insollivel.
Decantou-se o sobrenadante para uma proveta, mediu-se o volume e
foi retirada uma aliquota (n® 2) para dosagem de proteina e detérmi
nagao da atividade. O extrato aquoso foi transferido a um bequer ,

que foi colocado num banho de dgua a 709C.

A temperatura da solucio foi mantida a 659C durante 1
minuto, com agitacao constante [Jones (1962), Marshall e Cohen
(1972ﬂ;7desta maneira a carbamilfosfogquinase, sensivel a esta tempe
~ratura,'foi'inativada. A solug¢ao enzimidtica quante foi resfriada
bruscamente numa mistura de agua e gelo, a 49C. A proteina, desnatu

rada pelo aguecimento, foi retirada por centrifugagao durante 15 mi

(*) O pO cetdnico conservou a atividade da enzima por mais de um
. ano guardado em dessecador a vacuo, a —-209C.
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nutos a 14500 x g na Sorvall, usando tubos de polietilenc e o rotor
SS5-34. A solugao sobrenadante contendo a enzima foi decantada num
copo e seu volume medido. Depois de retirada uma aliquota (amostra
n? 3) para posteriores exames, a enzima foi precipitada por sulfato
de ambnio em pd na proporgao de 0,56g do sal por g de solucao enzi-
'méticé, resultando numa concentracao de 80%. O sulfato de ambnio
foi colocado gradualmente com a solugao em agitagao mecanica, conti
nua, em camara fria. Depois de colocar todo o sal, prolohgou~se aa
gitacao por 30 minutos. A proteina precipitada foi separada por cen
trifugagao na Sorvall, a 14500 x g por 45 minutos. O precipitado do
sulfato de ambnio foi redissolvido num volume minimo de tampao 0,02

M Tris-HC1l, pH 8, 3.

A solugao enzimidtica foi distribuida em frascos em pe-
‘quenas porcoes e congelada. Assim se evitou um congelamento e des -
congelamento, nao havendo gueda significante na atividade da enzi-

ma - por mais ou menos um ano conservando~a-a ~202C.

, Antes do uso, uma porcao da enzima foi dializada contra
tampdao 0,02M Tris—-HC1l, pH 8,3, em c3mara fria, a 4°C durante quatro

horas, com duas trocas de tampdo, para retirar o excesso de sal. .

Experimentamos uma purificacao com cromatografia em hi-
droxilapatita que nao nos ofereceu vantagens porgque a enzima nao
conservou a atividade por mais de quinze dias, de acordo com nossas

- observagoes.

4.2. Ensaio da atividade da enzima

A enzima catalisa a seguinte reacao:

% * K 1"
C =20 + qHz ornitina ? = Q
I o CH,, —  NH
O-PO3H2 ‘ ‘ carbamil '
CH2 transferase CH + P,
1 2 1
| - T
Acido carbamil H-—C—NH2 l
CH2
£ ori
osforico COOH H"Q—NHz
L-ornitina COCH

L~citrulina
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A atividade da enzima pode ser medida por sintesé de ci
trulina de carbamilafosfato e L-ornitina, pela producao de ortofos-
fato de carbamila fosfato ou por producdo de bicarbonato ou amdnea

numa reagao reversa, quando a citrulina & incubada com arsenato.

O ensaio colorimétrico da atividade da ornitina trans -
carbamilase foi baseado na determinagdo do produto da reagao, a ci-

trulina, pelo método de Archibald modificado (1944).

As preparacoes enzimaticas, foram diluldas, de modo a
obtermos concentragoes da enzima onde, nas condlgoes de ensaio, a
atividade fosse linear com o tempo de 30 minutos e originasse nao

mais do que 0}5 micromdis de citrullna.

" Foi preparada uma mistura de 1ncubagao contendo' 2 par-
tes de tampao Tris-HCl1 1M, pH 7,4, 1 parte de L-ornitina-HC1l 0,1M
pH 7,0 e 1 parte de carbamllafosfato 0,1Mm pH 7,0 [Nakamara e Jones
(1970), Raljman (1974)]

Uma porgao da solugao enzim3tica foi incubada com 0,1ml
da mistura de incubag@o descrita acima contendo 50 micromdis de tam
pao'Tris~HCl pH 7,5, 2,5 micromdis de L-ornitina~-HCl pH 7,0 e 2,5
microméis de carbamilafosfato dilitio pH 7,0; e agua num volume fi-
nal de 0,5 ml. Depois de 15 minutos a 389C a reagéo foi interrompi-
da com 1 ml de solugado 0,25M de &acido tricloroacdtico. Os tubos fo-
ram centrifugados para separar a protelna precipitada. Uma aliquota
da mistura da reagﬁo de O,Sml.foi retirada para a dosagem do produ-

to da reagao.

Uma unidade de atividade da enzima foi definida como a
guantidade de enzima que formou 1 micromol de. citrulina pér minuto
nas condigdes do‘ensaio. As proteinas foram determinadas pelo méto-
do de Lowry e alii (1951), Laine {(1957), com albumina bovina como pPro
teina‘padréo. Em todos os ensaios foram feitos testes de controle H
1) Sistema contendo enzima e tampdo mas n3o substratos; 2) sistema
‘contendo somente substratos; 3) sistema contendo substratos mais
enzima com solugdo 0,25M de dcido tricloroacético adicionada ao tem

po zero.,

'As amostras das dlferentes etapas foram diluidas de ma-
neira a produzir entre 0,05 a 0 20/pM de citrulina nas condigces do

ensaio.
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5. PREPARACEO DO MATERIAL ENZIMATICO

Os énimais, mortos por decapitagao em guilhotina, pela
manha, nao estavam em jejum. A retirada do figado foi feita imedia-
tamente apds a morte, por incisCes superficiais longitudinais e
transversais ao. animal, depois de afastar o pélo, tornando-se facil
o isolamento do referido orgao. Também retiramos o estOmago, intes-
tino e rins, que foram conservados em gelo até o momento da pesagem

e preparacgao dos homogeneizados.

0 figado e os rins foram secados levemente em papel fil

tro antes de serem pesados.

- 5.1. Homogeneizado do figado

o Apos a pesagem do 6rgao total, retirou-se O Sg de cada
flgado para homogenelzagao em aqua destllada desionizada (Griffin -
ﬁaTelght Water delonlzer - Gt. Brltaln) na concentracao de 1/10(g/
ml). A homogenelzagao f01 efetuada mecanicamente num homogeneizador
de Pctter—Elvehjem com pistilo de Teflon, [Potter (1955ﬂ ‘em cama-
ra fria, com movimentos verticais lentos e velocidade cohstante,.d3~
krante 1 minuto, cbr:espondendo a 35 excursoes do pistilo. O homoge-
‘neizado foi transferido a um tubo gelado e centrifugado durante = 10
minufos a‘536;5gAgana centrifuga Janetzki K23, refrigerada (29C);

O sobrenadante foi decantado num tubo gelado e imediata
mente foi retirada uma aliguota para outro tubo gelado que foi leva
do ao congelador (~209€)'para determinaggo da atividade da IL-gluta-
‘mato NADY (P) oxiduredutase e das transaminases, glutamato oxaloaég
tato aminotransferase e glutamato piruvato aminotransferase no dia
‘seéuinte.lo resto do sobrenadante foi deixado no tubo de ensaio qué
permaneceu numa caixa de estiropor com gelo picado até ser usado pa

ra determinagao da atividade das outras enzimas.

0 tempo maximo de utiliza¢do do homogeneizado foi de 3

" horas, apds a morte do animal.

Antes haviamos testado uma homogeneizagao no homogenei-
zador de Potter~Elvehjem com pistilo de Teflon durante 15 segundos
e logo a seguir no homogeneizador Virtis "45" (The Virtis Co. Inc.
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Gardiner, N.Y.) com refrigeragéo externa, durante 1 minuto, "~ para
maior divisdo do tecido, uma vez gue algumas das enzimas a serem do
'sadas estao localizadas na mitocdndria, L~ornitina carbamila trans-—
" ferase [Schnaitman & Greenwalt (1968), Cohen (1970)]' carbamila fos
fato sintetase I (Cohen e Hayano, 1948) L~glutamato deshidrogenase
[(Hogeboom, C.H. & Schneider, W.C. 1954; De Duve, 1962; Schnaitman
& Greenwalt, 1968; Cohen, 1970); ; Beaufay et alii (1959)]. ‘

v Assim, para maior rapidez em nossas preparacoes enzima-
ticas e incubacao dos sistemas, procuramos uma metodologia em que
obtivéssemos um Gnico homogeneizado para a determinacio de todas as
enzimas num tempo minimo para podermos sacrificar 15 ratos cada vez.
' Desta manéira, teriamos em cada experiéncia 3 ratos em dieta contro
le, 6 ratos em dieta purlflcada e 6 ratos em dieta purlflcada suple

mentada com urela.

, 0 meio'de extracao foi a agua desionizada gelada, que
tambem foi usado por Schimke (1962a) Deostale e TUlpule (1969, l969a)'
‘Raijman {1974) e de acordo com Schimke (1962a& para as enzimas do
ciclo da ureia foi a preparagao mais conveniente e que em nenhum ca
'so resultou em atividades significativamente mais baixas do gque a-
: quelas obtidas por processos de extragao com varios tampOes e deter

gentes.

500mg de figado foram suficientes para a determinagaé

de todas as enzimas.

Experimentamos a extragao com uma solugao de CTAB a
O,l%k(brometo de cetiltrimetilamonia) como recomendado por Brown e
Cohen, (1959), mas a abandonamos por termos conseguido um  esquema
melhor, onde a metodologia era bastante mais simples e os resulta -
dos aproximados aos da literatura‘cohsultada. Neste estudo, nao se
tratava de obter valores absolutos para as atividades das enzimas ,
mas de mudangas relativas das atividades em fungdo de alteracdes na

dieta especifica aos animais.

o Tamir e Ratner (1963) relacionam coletaneas de resulta~
dos dlvergentes das atividades de algumas enzimas do ciclo da ureia

em flgado de rato, entre»varlos pesquisadores.
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5.2. Homogeneizado do rim

ApOs obtencdo do peso total dos rins, pesou¥se 0,59 pa-

ra a preparag¢ao do homogeneizado.

A homogeneizacao foi feita nas mesmas condigGes do figa
do, isto &, no homogeneizador de Potter-Elvehjem com pistilo de Te-

flon (35 excursdes) e na concentragcao de 10% (g/ml).

'5.3. Homogeneizacao da mucosa gastrica

O estdmago, logo apds a excisao, foi aberto e lavado
sob Agua destilada desionizada gelada com jorro continuo de um bar-
‘rilete, naré§maxg@£ria. Em seguida, foi colocado sobre um papel de

filtro para retirar o excesso de agua.

_ A ‘Sobre uma placa de vidro apoiada numa caixa de estiro -

- por, cheia de gelo picado, o muco da mucosa gastrica foi retirado
com “leve raspagem e a seguir a mucosa foi raspada, usando-se uma 13
mina de vidro para microscopia. Logo ap0s, a mucosa foi pesada para

- fazer um homogeneizado em agua destilada desionizada gelada ~ numa

‘concentragde de 10% (g/ml).

A homogeneizacao foi feita mecanicamente no homogeneiza
dor. de Potteerlvéhjem com pistilo de Teflon durante 15 segundos (10
. excursoes do pistilo) e o homogeneizado foi transferido a uma cube-~
‘ta gelada do homogeneizador de Virtis "45". A homogeneizag¢ao no Vir
. tis, com a cubeta envolvida em gelo picado, foi feita em 3 minutos,
a 20.000 rpm. O homogeneizado foi transferido a um tubo gelado para

centrifugagac na centrifuga Janetzki K refrigerada (29C) durante

23 ,
10 minutos a 536,3xg . ApOs a centrifugagdo o sobrenadante foi de~
cantado num tubo gelado gque foi conservado em gelo picado até o uso. .
‘Sempre usamos uma mistura de mucosa de 3 estamagos'para obtermos um

volume de homogeneizado satisfatlOrio.

- 5.4. Homogeneizado da mucosa intestinal

O intestino delgado, apds a excisdo, foi depositado num
bequer‘gelado. Em seguida, foi lavado introduzindo-se agua desioni=
zada gelada por meio de uma seringa. Duas porgoes de 20cm cada uma;
' fcram,cortadas‘e com um bast36 de vidro de 250mm de comprimento por
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3mm de diametro retirou~se o muco, empurrando-o para fora. Logo a-
pds, a porcao do intestino foi virada com o mesmo bast3o e a mucosa
sobre o bastao foi secada com papel de filtro para retirar o exces-
so de agua e mesmo retirar o muco que ainda permanecesse. O bastio
de vidro envolto da porgao de intestino com a mucosa exposta, foi
apoiado numa placa dé,vidro sobre gelo picado e gradualmente a por-
¢3o foi puxada sobre a placa com uma ldmina de vidro para microscod-
pio, ao mesmo tempo que a mucosa ia sendo raspada. Consideramos o
processo menos trabalhoso de que aquele proposto por Collares(1973).

A mucosa foi pesada para se obter um homogeneizado na

- concentragado de 5% (g/ml).

A homogeneizagdo foi feita nas mesmas condigoes da muco -

sa gastrica.

6. CONDICOES GERATS DO ENSAIO DA ATIVIDADE DAS ENZIMAS

As atividades de 9 enzimas foram medidas em varias di-
1uigaes do homogeneizado de figado, tanto quanto possivel, em con-
centragao 6tima'de'substrato e coenzimas e em pH &timo. As  condi-
coes foram caracterizadas por velocidade de reagoes que foram linea

res durante o periodo completo de incubacao.

- Nos homogeneizados de rim, da mucosa gastrica e mucosa

intestinal foi investigada uma possivel atividade ureasica.

Para verificar as variacgOes na atividade das enzimas em
fung§0 do tempo foi feita uma curva, em lh30min, 3h, 6h30min apds a
morte do animal. Umaramostra do homogeneizado foi congelada imedia-
tamente apés o término da preparagao do homogeneizado e a atividade

da enzima foi determinada apds 24h e uma semana de congelamento.
- Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

0 volume dos sistemas enzimaticos variaram de 0,50 a
2,0ml para as incubagbes, de arcrdo com a atividade das enzimas a
dosar. Os tubos destapados foram colocados em banho maria a 379C ,
sem agitescao. As reardes foram paralizadas com solugdo 0,25M, 0,50M,
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2,5M e 5,0M de acido tricloroacético e toda a prote$na pre~ipitada
foi separada por centrlfncacao durante 5 m1npths a 3. 500 rpm,  na

centrifuga Janetzki T de acordo com a metodologia para cada en-

32n7
zima. Entretanto, para a determinacgao da atividade da glutamato de-

sidrogenase, © volume do sis+ema enzimatico foi de 2ml, incubado em
cubetas de quartzo, com tampa, d temperatura de 239C. A velocidade
da reacao foi verificada com registro automdtico da oxidacgao de
NADH, no espectrofotometro Specord UV-VIS, JENA em 340nm.

O material enzimatico para determlnagao da atividade de
algumas enzimas f01 necessario ser diluido, e esta espe01f1cado na

propria técnica.

Para cada sistema enzlmatlco foram feltos os testes se-
fgulntes' mistura de 1ncubagao completa; mistura de incubacao com ho
mogeneizado; mistura de incubagd@o sem substrato e mistura de incuba
Gao completa mais solugdo de dcido tricloroacético, considerando-se
‘este o tempo zero da reagdo enzimitica. Uma unidade de atividade en
zimatica foi definida como a quantidade de enzima que cataliza a
formac3o de 1 micromol de produto das reagOes: citrulina, ureia, a-
mdnia, piruvato de NADY por hora nas condigOes do ensaio, de acordo

com os substratos utilizados.

As athldades das enzimas foram calculadas por peso uml
do de flgado (g) , por peso tmido total do figado, por peso umido do
flgado por lOOg de peso corporal (peso relativo ao flgado) e por mi

llgrama de protelna.

. A proteina foi determinada pelo método de Lowry et alii
(1951) modificado.




CONDICOES DE ENSAIO DAS ENZIMAS

. - : R - - Volume ' Temperatu Produto Comprimento
Sistemas enzimaticos , S Composigao ml pH ra oC final de onda nm
Carbamila fosfato tris-Cl, 50 micromdis; ATP, 10; Mg Cl ,.10; ' 0,5 7,5 37  citrulina 490
sintetase I ' GSH, 8; KHCO.,, 40; NH,Cl, 10; L-ornitina,5;

: N-acetil—glu%amato, 57§ OTC, 40 UE. :
L-ornitina carbamil tris=-Cl,  50; carbamila fosfato, 2,5; L-orni 0,5 7,5 37 citrulina 490
transferase tina, 2,5. , «
Arginina SUCcinato‘ K,HPO,,50; MgSo,,5; ATP,5; citrulina, 5; L- 0,5' 7,8 37 ureia . 540
sintetase ' agpar ato, 5; L-arginase, excesso. ‘
Arginina succinase K, HPO,, 50; L—arginina succinato, 1,75; L- 0,5 7.8 37 ureia 490

aggin&se,'excesso. :

L-arginase , L-arginina, 250; MnClz, 1. 1,0 9,7 37 ureia - 540
L-glutamato desidroge tris—acetato, 20; EDTA 0,020; NH4CL,100; ' 2,0 8,0 23 NAD+ 340
nase o NADH, 0,1; « -cetoglutarato, 40. ‘
Glutamato oxaloacetato K,HPO,, 100; ac. aspartico, 100; ¥ -cetoglu- _ 1,5 7,4 38 piruvato 430
amino-transferase tgraté, 40. ’ ‘ :
Glutamato piruvato K.HPO,, 100; L-alanina, lOO}b(-cetoglutara— 1,5 7,4 38 piruvato 490
aminotransferase ta, 46. : :
Urease K,HPO 300; EDTA, 0,02; ureia, 150. 2,0 7,0 40 amonia 630

2 4’

- G¢
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7. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DAS ENZIMAS

7.1. Carbamila fosfato sintetase I - EC-2,7.2.2. ATP: carbamato

fosfotransferase

A atividade desta enzima, que converte amdnia e bicarbo
nato em carbamila fosfato, foi medida pela velocidade de kformégéo
- de citrulina num sistema acoplado contendo ornitina e ornitina
transcarbamilase, isolada de figado de boi pelo método de Burnett e

Cohen (1959) modificado, descrito antes.

Num volume final dé 0,5ml, a mistura de incubagéd conté
nha 0,3ml dos substratos e cofatores cuja coﬁcentragao era: tampao
: Tris~HCl pH 7,5,50 micrombis; ATP pH 7,0,10 micromdis; MgCL2,10 mi-
crom01s, GSH pH 7,0,8 mlcromOLS, KHC03,40 mlcromOLS, NH4C1 10 mlcro‘
mois; L—ornltlna~KCl pH 7,0,5 micromois; N-acetllglutamato pH 7,0,

5 micromdis e 400 unidades de OTC de flgado de boi, livre de carba-
milfosfoquinase,preparada por nds. O homogeneizado foi usado \ em
duas concentracgoes, 25jul e 56)&1, em duplicata em cada determina -
¢ao. O volume final de 0,5ml da mistura de incubagao foi completado
com agua destilada desionizada. Dado que o GSH, devido ao grupo tio
lico, reduz a cor desenvolv1da na reagao entre o produto formado -,
citrulina,e a‘dlacetllmonox1ma, foram feltos quatro tubos controle

da mistura aé incubagéo sem enzima, de modo a ser usada, na curva
padr3o de citrulina, uma aliquota igual 3 das amostras dos  tubos
- com mistura de incubac¢ao completa. A incubacgao foi feita durante 30
" minutos a 37C e a reagao foi interrompida com 1 ml de solucdo 0,25
M de TCA em cada tubo. Uma allquota de 0,5ml da mistura de incubacdo
vdesprotelnizada foi utilizada para a dosagem de citrulina.

Foram usadas misturas controles desproteinizadas no tem

po zero e incubadas na ausencia de N-acetilglutamato.

7.2. L~Ornitina transcarbamilase - EC-2.1.3.3 - carbamil fosfato:

L-ornitina carbamila transferase

O ensaio da enzima foi feito de acordo com Nakamura e
Jones (1970) modificado. Num volume final de 0,5ml, a mistura de in
cubagao continha 50 micromdis de tampdo Tris-HC1l pH 7,5; 2,5 micro-
mois de carbamila fosfato dilitio pH 7,0 e 2,5 micromdis de L-orni-
tina-HCl pH 7,0, homogeneizado,‘éiluido 1:25, completando-se o vdlg
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me com agua destilada desionizada. O volume do homogeneizado foi de
25 1 e 50 wl. Apbds incubacao de 15 minutos a 379C, a reagao  foi
interrompida com 1 ml de solugao de TCA 0,25M. A citrulina foi dosa

da em aliquotas de 0,5ml de mistura de incubacdo livre de proteinas.

7.3. Arginina succinato sintetése ~ EC~6.3,4.5 - L-citrulina; I-—

aspartato ligase {(AMP)

O ensaio desta enzima foli feito de acordo com Brown e
Cohen (1959) com pequena modificacao. O sistema enzimidtico para a
determinagéo’da atividade compreendeu uma série de reagdes consecu-
tivas catalisando a condensagao de aspartato'e~citrulina, originan-
do argininosuccinato, posterlor cllvagem do ultlmo e subsequente a-

'gao da L~arglnase com produgao de ureia.

A Num volume de 0,5ml, o sistema continha: 50 micrbméis

de tampao fosfato de potassio pH 7,8; 5 micromdis de sulfato de mag
nésio; 5 micrombis de ATP pH 7,0; 5 micrombis de citrulina pH 7,0 ;
5 micromdis de L-aspartato pH 7,0; um excesso de arginase. O homoge
neizado foi adicionado em dllulgao conveniente completando o colume
final de lml. O tempo de incubagdo foi de 60 minutos a 379C, e . a
reagao foi- parallzada com 1,5ml de solugao 0,25M de TCA, Uma allquo
ta de 1ml f01 usada para a dosagem de ureia pelo método de Archl -
bald modificado (1945).

7.4. Arginina succinase - EC-4.3.2.1 - L-arginina succinato argi

nina-liase

- O sistema de ensaio foi-uma modifica¢do de Brown e - Co-~
hen (1959).

Num volume de 0,5ml, a mistura de incubacido continha 'z
50 micromdis de tampao fosfato de potassio pH 7,8; 1, 75'microm6is'
de arglnlnasuc01nato PH 7 0 com solucdo de KOH antes do uso, exces-
so de arginase, homogeneizado e agua. Incubagao foi durante 30 minu
tos a 379C e a reagao foi interrompida com 1,0ml de sclugcao 0,5M de
dcido tricloroacético. Foram usadas aliquotas de 0,5ml de mistura
livre de proteinas, para determinagao da ureia, com diacetilmonoxi-

ma .



28

7.5. L—arginase - EC-3.5.3,1 - L-arginina amidina hidrolase

Para o ensaio da atividade da L-arginase, seguimos o mé
todo de Schimke (1970) com alguma modificagao. A enzima foi primei-
‘ro ativada, incubando-se (,%90ml do homogeneizado com 0,10ml de solu
gao 0,1M de MnCl2 a 55¢C durante 5 minutos; a seguir, centrifugou-
se durante lO minutos a temperatura ambiente. Do sobrenadante, reti
raram-se amostras (leAl e 20}41) e cada uma foi incubada durante
10 minutos a 3792C, com 1,0ml de solucao 0,25M de L-arglnlna pH 9,7

contendo MnClz-na concentrac¢ao de 0,001M.

A reagao foi interrompida com 2,5ml de solucdo 0,5M de
acido tricloroacético. Aliquotas apropriadas de 0,10-0,25ml foram u
sadas na dosagem da ureia pelo método de Archibald (1945) medifica-
do.

7.6. Glutamatcwdesidrogenase - EC-1.4.1.3 - L-glutamato NAD(P)

oxidoredutase

O método de nesaio foi de Fahien e Cohen (1970). A velo
c1dade de oxidagao de NADH foi medida especgrofsametnnamente a 340
nm do espectrofotémetro Specord UV-VIS, JENA, com cubetas de guart-

zo de 1 cm de comprimento, durante 5 minutos, a 239C.

A mistura de incubagdo continha, num volume de 2ml, tam
pao Tris acetato pH 8,0, 20 micrombis, EDTA 0,02 micromdis ou 20 na
4Cl 100 micromdis; NADH 0,1 micromdis ou 100 micromois ,

recentemente preparada; ol —cetoglutarato pH 7,2, 40 micromois, agua

‘Nomois, NH

e homogeneizado diluido a 28%.

Como em todos os ensaios enzimaticos, as determinacgoes
foram feitas em duas concentragoes de homogeneizado (lOO)&l e 200

}pl) e fizeram—-se controles sem & —-cetoglutarato.

7.7. L-GIutamato: oxaloacetato transaminase - EC-2.6.1.10 - L~

glutamato: oxaloacetato amino transferase

Método de Tonhazy e col. (1950) com algumas modifica -
‘¢oes. Um volume de 1,5ml continha 100 micromdis de Acido aspartico
pH 7,4; 100 micromois de fosfato dipotassico pH 7,4; 40 microméis
- de o ~cetoglutarato, homogeneizado e agua. A incuba¢ao ocorreu du-

rante 10 minutos a 389C e a reacao enzimatica foi 1nterromplda com
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0,1ml de solugao 5M de acido tricloroacetico. Um dos produtos da
reagéo, oxaloacetato, foi medido como piruvato depois da descarboxi
lagao com citrato de amdnio, de acordo com o método descrlgo na sec

gao de 1dent1flcagao dos produtos de rea§ao.

7.8. L-Glutamato: plruvato transaminase - EC-2.6.1.12 - L~gluta~

mato: piruvato amlno transferase

Método de Tonhazy e col. (1950) modificado. As mesmas
condigoes e reagentes do processo para determinacdo da glutamato:
oxaloacetato transaminase foram usadas, apenas substltulndo 100 mi-

cromdis de Acido aspartico por 100 micromois de L-alanina.

7.8, Urease - EC-B.S.l.S;- Ureia amido hidrolase

A técnica usada foi baseada no metodo de Lind & Martin-
son (1964) modificado. Um volume de 2ml continha 150 micromdis de
ureia; 300 micromdis de tampao acetato de sodio pH 5,4, com EDTA
20 nM , ou 300 micromdis de tampio fosfato de potissio com EDTA
20 nM, pH 7,0 e homogeneizado diluido. O tempo de incubagéo foli de
40 minutos a 409C. A reagao foi interrompida'com 0,10ml de solugao
5M de acido tricloroac@tico. Apds centrifugagao, uma aliquota:de 1
nl do sobrenadante foi usada para a determinagdo de amonia pelo mé-
todo de Chaney e Marbach (1962) modificado. ‘

8. METODOS DE IDENTIFICAGAO E DOSAGEM DOS PRODUTOS FORMADOS NAS REA
COES ENZIMATICAS

Os sobrenadantes limpidos das misturas dos sistemas de
incubagao, livres de proteinas, foram analisados para a determina -
cdo da atividade das enzimas em fungao dos produtos formados nas
reacdes enzimiticas: citrulina, ureia, amdnia ou piruvato, de acor-
do com o sistema enzimdtico. Para cada determinacao foi feita curva

padrao em duplicata com os padroes correspondentes.
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8.1l. Dosagem de citrulina

A citrulina foi dosada pelo método de Archibald (1944)
modificado, usando-se aliquotas apropriadas dos sobrenadantes. A
2ml da solucdo aguosa das aliquotas, juntamos Iml da mistura acida
(&cido sulflirico concentrado e Acido fosforico xaroposo a 85% na
proporgao de 1:3). Apés misturar, adicionou-se 0,125ml ae solugao
aguosa de diacetilmonoxima a 3% e agitou-se o tubo. Em seguida,‘to~'
‘dos os tubos, fechados com bolas de gude, foram colocados em banho
de agua fervente, durante 30 minutos. Apds resfriamento em agua fri
a (10 minutos), as densidades Oticas das solucgoes coradas, do produ
to formado entre a citrulina e a diacetilmonoxima, em solugao aci-
da, foram lidas em 490nm, no espectrofotgmetro Spekol, Jena, com
cubetas de lcm de compriﬁento. (Porque o produto formado & sensivel
'3 luz, todo o processo foi realizado no escuro). Uma curva padrao
de citrulina contendo concentracdes de 0,05 a G,S_mictom&is foi in-

cubada a0 mesmo tempo gue as amostras dos ensaics enzimdticos.

~ Ha linearidade exata somente entre 0,10 a 0,35 micromo-
is. Em concentragaes menores e maiores, a relagéo entre a concentra

¢3o e a densidade Otica n3o & perfeitamente linear.

8.2. Dosagem de ureia

A ureia foi determinada pelo método de Archibald (1945)
modificado por Schimke (1970). Usamos 0,25ml de solugao aquosa das
aliquotas dos sobrenadantes das misturas de incubag@o, livres  de
proteinas. Juntamos 3ml da mistura acida diluida lacido sulflrico
concentrado, 90ml e acido fosforico xaroposo a 85%, 270ml completan
do com agua o volume de 1 litro) e 0,10ml da SOlugéo de 1-fenil-1:2
propanodiona~2-oxima a 3% em etanol. Os tubos foram agitados, fecha
dos éom bolas de gude, em seguida.colocados em banho de agua ferven
te durante 30 minutos. Ap0s resfriamento (10 minutos), as densida -
des Oticas das solugoes coradas foram lidas no espectrofotometro
Spekol, Jena, a 540nm com cubetas de lcm de comprimento. Fez-se Ség
pre uma curva padr3o de ureia nas concentragdes de 0,125 micromois
a 1,00 micrombis, junto com as amostras. Como no método anterior (do
sagem da citrulina); a cor desenvolvida na reagdao & sensivel & luz,

e por isso todo o processo fol realizado no escuro.
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8.3. Dosagem de amdnia

A determinacdo de amdnia foi feita pelo método de Cha -
neyVe Marbach (1962) modificado. Num volume aquoso de 1ml de aliqug
‘ta dos sobrenadantes adicionou-se 2ml do reagente.A, misturou-se e
acrescentou-se 2ml do reagente B. Novamente misturou-se durante 20
minutos em banho de &dgua a 559C. Diluiu-se a solugdo corada com 10
ml de 3gua destilada e a densidade Stica foi lida no espectrofotdme
tro Spekol a 625nm em cubetas de lcm de comprimento. A curva padrao

de sulfate de amdnia, continha de 0,05 a 0,3 micromdois de amdnia.

Reagente A - 4,7g de fenol
6mg de nitroprussiato de sGdio

dlssolver e completar volume de 100ml . com
agua destilada :

Reagente B - 2g de hidroxido de sodio
2ml de solucdo de hipoclorito a 5%

dissolver e completar volume de 100ml com
agua destilada

'8.4. Dosagem de acido pirtivico

Apds a rea¢ao enzimdtica ser interrompida com solugao
de a01d0 tricloroacético 5M, acrescentou~se 0,1lml de solugao de ci=.
trato de anilina recente, com agltagao, aguardando-se 10 minutos ,
Dick (1970). A segquir, juntou-se 0,5ml de solugio de 2,4¥dimitrofeni
lhidrazina a 0,1% em solugao de acido cloridrico 20% (V/V). Mistu -
rou-se bem, deixou-se em repouso durante 5 minutos. A extragdo do
composto formado foi feita adicionando-se 2,0ml de tolueno e agitan
do fortemente o tubo, tendo o cuidado de feché-lo com rolha de bor-
racha, em seguida centrifugou-se durante 5 minutos. Da camada de to
lueno retirou-se uma aliquota de 1lml para um tubo de ensaio, conten
do 5ml de solugdo alcodlica de hidrdxido de potdssio a 2,5%, prepa-
rada recentemente. Misturou-se e a leitura das densidades Oticas
foi feita no espectrofotOmetro Spekol a 490nm em cubeta de 1lml de
comprimento. A curva padrao continha de 0,25 a 2,0 micromdis de aci

do piruvico.
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8.5. Dosagem de NADT

A determinacdo da nicotinamida adenina dinucleotideo o-
xidada .. (NAD+) foi feita pela queda da absorbancia em 340nm no sis
tema completo de incubag¢doc, durante 5 minutos a 259C, usando o es-—
pectrofotdmetro Specord UV-VIS, Jena, com cubetas de quartzo de lcm
de comprimento, com registro automitico, usando-se agua como branco.
Um teste do sistema enzimatico sém-u -cetoglutarato acompanhou to-

das as determinacoes.



IIT. RESULTADOS

1. VARIAGAO NA ATIVIDADE DE ALGUMAS ENZIMAS DE HOMOGENEIZADO DE FI-
GADO DE RATO, EM FUNGAO DO TEMPO E DO CONGELAMENTO DA AMOSTRA -
GEM.

Com o objetivo de determinar as atividades de varias en
zimas num mesmo animal, fez-se necessario verificar as suas ativida
des, em fungao do tempo e do congelamento da amostra (homogeneizado

de figado), como se pode observar da Tabela 1.

TABELA 1
Efeito do tempo e congelamento sobre a atividade
das enzimas de figado de rato apds amostragem

Glutamato: Glutamato:

Tempo , oxalogcetg pl;uvatp I~arginase L-g}uEamato
(h) to amino- amino- ‘ 7 desidrcgenase
transferase transferase
2 de atividade
1,5 100,00 100,00 100,00 100,00
3,0 92,08 92,27 83,05 111,11
6,5 84,59 95,79 63,00 110,00
*
24,0 99,009 105,19 96,90 107,30
*®* ' ’ :
1l68,0 80,26 92,48 95,10 99,20

{1 semana)

(*) Amostras congeladas imediatamente ap&s a preparacao do homoge-
neizado, conservadas a =-209C.
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; a) as aminotransferases, glutamato-piruvatc aminotrans-
ferase e glutamato oxaloacetato aminotransferase nao tiveram suas a
tividades diminuidas, conservadas, 24 horas, no'congeladOr'a -209C.
Krebs (1972) observa gue teve resultados mais consistentes para as
aminotransferases ap0s o congelamento a =-189C provavelmente devido
& destruigdo da membrana mitocondrial. Os dados por nds obtidos con
firmam os resultados da estabilidade da glutamato oxaloacetato ami-

notransferase a 09C, em sangue de ratos, por Tulpule et alii (1958);

b) a L-arginase mostrou-se bastante sensivel ao tempo
de amostragem, como Schimke (1962a) ja havia observado, com queda
acentuada da atividade. O mesmo nao ocorreu de maneira significati-

va com a amostra congelada, 24 horas a =209C;

¢} a L~glutamato desidrogenase aumentou a atividade a~
pos 3 oh da amostragem, resultado que ndao concorda com o de Salem
et alii (19?3)‘para a glutamato deshidrogenase de figado de bezerro;

d) o tempo de umé semana de congelamento das amostras
produziu uma reducdo de 20% na atividade da glutamato oxaloacetato

aminotransferase, observando-se menor redugdo nas outras enzimas.

Os sistemas enzimaticos foram incubados no prazo de 1,5
a 3 horas apo0s a morte do animal na seguinte ordem: L-arginase, car
‘bamila fosfato sintetase I, argxnosucc1nase, arginino succinato sig
tetase, L-ornitina carbamila transferase e urease. A atlvwdade das
demais enzimas foram determinadas apds 24 horas de congelamento ime

diato a ~209C., -

2. EFEITO DA SUPLEMENTAGAO DE UREIA A DIETA PURIFICADA SOBRE O CRES

‘ "CIMBNTO, INGESTAO DE ALIMENTOS, PESO RELATIVO DO FIGADO E DO RIM,
PROTEINA HEPATICA E PROTEINA RENAL DO RATO, NUM PERIODO DE 14
DIAS (Tabela 2)

2.1, Efeito sobre o crescimento

08 ratos alimentados com a dieta purificada contendo ca
seina a 18% suplementada com ureia mostraram um menor creséimento
_em relagdo aos ratos alimentados com a dieta purificada sem ureia.O
mesmo aconteceu com Os animais alimentados com caseina a 9% suple =

mentada com ureia. Entretanto agueles animais alimentados com dieta



. .
sem caselna suplementada com ureia, perderam menos peso comparados
com O0s animais alimentados com dieta sem caseina e sem ureia. Os

resultados nao foram significativos estatisticamente (Figura 1).

Dieta sem ureia

)

Y

Dieta com ureia

30+ | o %Z‘

20+ | é

A0+ i// %

m

E - ZERZ
S -0 /;///

o % Q% 18 %

¢ de caselna

Fig. 1. Crescimento dos ratos em diferengas de peso (g)

em funcdao das dietas, em 14 dias.
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2.2. Efeito sobre a ingestdo do alimento

Quanto a ingestao do alimento houve uma certa preferen
cia para as dietas suplementadas com ureia (Tabela 2} . Sendc signi
ficativo o valor entre as dietas sem caseina com ureia e sem casel

'na e sem ureia (P<-0,01).

; O consumo cotidiano do alimento foi mais importante nos
‘ratos mantidos com dietaysuplementada com ureia. Em fungao do tem-
po, a ingestao do alimento diminuiu nos animais com dieta livre de
profeInas (Tabela 3). '

2.3. Efeito sobre o peso relativo do figado e a proteina hepa-

tica.

A resposta ao peso relativo do figado nos animais ali-
mentados com dieta purificada suplementada com ureia, so pareceu
significativa (p < -0,01) na dieta sem caseina, em relacdo aos ani

mais com dieta purificada sem ureia.

Entre os animais alimentados com as dietas purificadas
suplementadas com ureia, observa-se um aumento gradativo do peso
relativo do figado quando a quantidade de caseina decresce na die-
ta. Isto nac se observa em relagao 3 proteina total hepatica des-
tes animais, considerando o peso relativo do figado.

~ 2.4. Efeito sobre o peso relativo do rim e da proteina renal.

O peso relativo do rim diminui gradativamente, de acor
do com a quantidade de proteina da dieta, entretanto nao ocorreu o
mesmo quando as dietas com concentragoes proteicas diferentes fo-

ram suplementadas com ureia.

Os niveis de proteina renal total s3o sempre maiores

nos animais alimentados com dieta purificada suplementada com ureia.

Foi feita andlise da varidncia para cada parametro, pe
so do animal, peso do figado, peso do rim, ingestdo de alimento,
concentracdo de proteina no figado e no rim. A significancia de di
- ferengas entre os grupos individuais foi determinada pelo teste pa
drao de Student.



TABELA 2

Efeito da suplemantagdo de ureia a dieta purlflcada sobre o crescimento, ingestao
de alimento, peso relativo do figado e do rim, protelna hepatica e proteina renal,

em rato, durante 14 dias,
Ingestio de p.r.f. s r r(2) Proteina hepatica Proteina renal
Dieta A Peso alimento g p-r- mg/g de te- total mg/g de te=- total
g g/dia g cido tmido mg/fligado cido Gmidc mg/rins
caselna 18% +31,42+1,50(15) 3 11,05+0,35%) 5,01+0,15 1,32+40,03  203,0+4,08 1064,09 127,4+2,71  168,1
caselna 18% +31,76+2,47(7) 11,37+0,68 4,98+0,08 1,35+0,02 198,9+8,53 996,86 142,6+4,62  192,5
+ ureia _ SR ' :
caselna 9%  +18,10+1,89(4) 9,91+0,47 5,4140,31 1,25+0,06  189,1+9,22 1023,3 140,3+2,82  175,4
caselna 9%  +14.56+2,24(5) 11,16+0,40 5,31+0,27 1,42+40,04  182,0+45,41  966,4 133,7+5,23  189,8
+ ureia ‘
caselna 0% -15,66+0,95(5) 5,98+0,57 4,73+0,29 1,21+0,05 173,4+6,95 499,85 110,6+4,70  133,8
caselna 0% -12,96+0,73(10) 8,02+0,13 5,73+0,19 1,32+0,09  165,6+3,84 580,57 125,0+2,48  165,0
+ ureia
Niveis de significancia(s), p menor do que

caseina 18%

X ns ns ns ns ns -0,01
caseina 18%
+ ureia )
caselna 9%

X ns ns ns -0,05 ns ns
caseina 9% '
+ ureia
caseina 0%

X ns -0,01 -0,01 -0,001 ns -0,05%
caseina 0% :

~+ ureia

(1) peso umido do figado (qg)

x 100/peso corporal(qg)

(2) peso umido do rim (g) x 100/peso corporal(qg)

(3) numero de anlmals

(4) os resultados sao valores medlos com seus erros padroes

(5) teste t de Student

Le -
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TABELA 3

CONSUMO DE ALIMENTO (g/dia)

TIPO DE DIETA

DIAS DE DIETA

0 7 ' 14

Caseina 18%
(Controle

Caseina
+ ureia

Caseina.

Caselna
+ ureia

Caseina

Caseina
+ ureia

‘Caseina
Caselna

Caseina.

Caseina

Caseina
L d
Caseilna

Niveis

18% versus
18% + ureia

% versus

+ ureia

versus
+ ureia

11i,02(70)+0,22 10,25(22)+ 0,30 11,05(15)%0,35

- 1l0,16(16)+ 0,36 11,37(7)1+0,68

- . l1165(6)i,0.r58 , .9191(.6).—.*_. 0-'.47;

- 11,75(6)+0,45 11,16(6)+ 0,40

- 8,68(12)+ 0,18 5,98(6)+0,57

- 10,59 (11)+ 0,38 8,02(11)+ 0,13

de significadncia, p menor do que

nsv . . . ns
0,01

Os resultados sdo valores médios com seu erro padrao

medio.

Entre parenteses:

cia.

nimeroc  de animais na experién-




3. DETERMINACAO DA ATIVIDADE DAS ENZIMAS

Como foi descrito em Material e M&todos, para cada enzi
ma, foi determinada a linearidade da formagao do produto da reagao

em funcao da concentracao de proteinas e do tempo.

A maneira de expressar a atividade enzimatica parece

ser importante, num estudo sobre variacoes de sistemas enzimaticos.

Se observarmos a TABELA 4 encontramos uma uniformidade
de resultados nos pesos dos figados dos animais alimentados sem ca=-
seina se considerarmos o peso relativo do figado, isto &, o peso do
figado em gramas multiplicado por 100 e dividido pelo peso deo ani-
mal. O mesmo acorre considerando-se os pesos relativos dos rins (Ta
bela 5). |

TABELA 4

Peso (g) de figado e de rins de ratos alimentados com

dieta livre de protelnas, durante 14 dias

peso figado peso relativo rim peso relativo

Rat - s

ases (@) (g)  do figado(g) (g)  dosrins (q)
1 59,6 3,00 5,03 0,66 . 1,11

2 67,0 2,91 4,34 0,74 1,10

3 57,1 2,67 4,67 0,75 1,31

4 58,5 3,09 5,28 0,69 1,18
5 64,2 2,78 4,33 0,66 1,03

TABELA 5

Peso {(g) de fIgado e de rins de ratos alimentados com
dieta normoprotéica (18% de caselna), durante 14 dias

peso flgado peso relativo rim peso relativo

Ratos {g) (g) ~do figado(g) (g) dos.rins (g)
1 115,3 5,46 4,73 1,58 1,37
2 1115,4 4,91 4,25 1,51 1,31
3 116,2 5,60 4,81 1,55 1,33
4 127,6 6,59 5,17 1,74 1,36
5 117,7 5,46 4,64 1,64 1,39
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3.1. Carbamila fosfato sintetase I EC-2.7.2.2a

As misturas de incubagao desproLelnlaadas no tempo zero
e aquelas incubadas na auséencia de N-acetilglutamato nac produziram

citrulina.

De acordo com os resultados apresentados na EABBLA 6 ha
leerengas 51gnlf1cat1vas na atividade da enzima quando as dietas
com proteinas a 9g {P < -0,01) e sem protelnas (P <0,05) sao suplgr
mentadas com ureia, olque nao ocorreu guando a dieta continha 18%
de proteinas. 0 efeito da concentragdo de protelnas sobre a ativida
de da enzima foi aquele ja observado por outros pesquisadores. A en

zima & adaptativa com respeito & carga de protelnas. (Figura 2).

3.2, L-ornitina transvarbamilase EC-2.1.3.3.

(TABELA 7) Embora fosse observada uma maior atividade nas dietas
com proteinas suplementadas com ureia, esta nao foi significativa

éstatisticamente. Mas, a dieta livre de proteinas, a atividade dimi
‘nuiu (P <€ 0,0l1). Pode se observar também que com as dietas a 9% e
0% de caseina a diferen¢a na atividade da enzima ndo & significati-
va (Figura 2). A atividade da enzima diminuiu em func¢ao do tempo da

dieta, quando esta foi livre de proteinas (Figura 3) (Tabela 13).

3.3. Arginina=-succinato, sintetase EC-~6.3.4.5

Varias tentativas foram feitas para a determinagao da
atividade da enzima. Os pesquisadores ndo est3o de acordo com a téc
nica de dosagem. Os resultados encontrados com a técnica eleita n3o

sao muito convincentes e preferimos omiti-los..

3.4. Arginina succinato liase EC-4.3.2.1

Considerando os resultados em unidades enzimaticas por.
figado de rato, encontramos uma gueda na atividade da enzima de a-
cordo com a concentracdo de proteinas na dieta. A suplementagao de
ureia nas dietas sO foi significativa quando a dieta n3o continha

proteinas (Figura 2).(TABELA 8).
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3.5, L-arginase EC~3.5.3.1

(TABELA 9) N3o houve diferencas significativas na atividade da L-
arginase com suplementacado de ureia ds dietas, embora a atividade
tenha diminuido, de um modo geral. Quanto a atividade de acordo com
a concentrac@o de proteinas, foram confirmados os resultados ja ob-
tidos por outros autores (Figura 2). A atividade da'enzimajem‘ fun-
cao do tempo, aumentou na primeira semana para depois diminuir nas
dietas livre de proteinas e na dieta com proteina suplementada com

ureia (Figura 3) (Tabelald).

3.6. Léqlutamato'desidrogenase EC-1.4.1.3

A enzima mostrou um aumento na atividade nas dietas com
9% e 0% de caselna suplementadas com ureia. Quanto & concentragao de
proteinas houve diferenca significativa nao considerando os resulta

dos de unidades enzimaticas por mg de'proteinas (Figura 2), ( TABELA 10).

3.7. L-glutamato oxaloacetato amino transferase EC-2.6.1.10

; Nao houve diferen¢a na atividade das enzimas guando adi
cionamos ureia 3s dietas. Quanto 3 concentracao de protelnas nas
dietas, observamos uma diferenca significativa entre as dietas com

proteinas e sem proteilnas. (P < 0,01) (Figura 2), (TAREIA 11).

3.8.AL—glutamatogpiruvato amino transferase EC~2.6.1.12

(TABELA 12) ‘Esta amino transferase foi mais sensivel 3 concentracao
de proteInas na dieta. Houve diminuicio da atividade enzimitica com
arsuplementagéo de ureia 3s dietas, sendo esta bastante evidente na
dieta sem caseina (p < 0,01) (Figura 2). A atividade da enzima dimi
nui em funcdo do tempo da dieta quando esta foi livre de ptoteinas
(Figura 3) (Tabela 15).

- 3.9. Urease EC-3.5.1.5
Em homogeneizados de figado e de rim os testes de con -

trole, revelaram amonia endogena, nas concentracgoes de 6,48 micro -

mois e 7,77 micromdis, respectivamente, Nao se observou atividade
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uredsica em nenhum dos homogeneizados de figado e de rim dos ratos

alimentados com as diferentes dietas.

o Em homogeneizados da mucosa gastrica, os testes de con-
trole foram praticamente nulos, nao detectando~se amdnia endCgena .

Atividade uredsica, nas diferentes dietas, nao foi revelada.

Em homogeneizado de mucosa intestinal, tambem os resul-

tados foram negativos quanto 3 atividade uredsica.

BHRJUTECA SETURLS
BETIIG D2 BOGH
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Figura 2. .Atividades das enzimas no figado de ratos durante

14 dias (TABELAS 6,7,8,9,10,11 e 12). Atividade
especifica & dada como o nimero de unidades por

miligrama de proteina.
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TABELA 6

Respbsta da atividade da carbamila fosfato sintetase I (EC-2,7.2.

2a - ATP: carbamato fosfotransferase) de homogeneizados de figado

de rato a nmudangas na dieta com suplementagao de ureia

(1)

{(2)
UE g Ti'
bieta d Ub/’ pggé relativo v/
tecido Umido ‘figado » 3) mng de
do figado proteina
caselna 18% 326+ 8(>) 1566+74 1587+53 1,52+0,01
{12) (4)
caseina 18% 325+21 1639+103 1570495 1,5940,08
+ ureia (11) ~ ;
caseIna 9% (6) 170+14 829+32 877+52 0,87+0,07
‘caseina 9% 222+17 1041+55 1242+101 1,27+0,04
+ ureia (6) '
caselna 0% (12) 118+6 345+10 627+27 0,67+0,02
‘caseina 0% 92+8 321+18 529+31 0,56+0,05
+ ureia. (11)
Niveis de significéncia(G), p. menor do que

caseina 18% )

X ns ns ns ns
caselina 18%
+ ureia
_caseina 9% . :

X : -0,05 -0,01 -0,01 -0,01
caseIna 9% '
+ ureia
caseina 0%

X 0,05 ns 0,05 0,05
caseina 0%
+ ureia
casefna 18% ,

X 0,001 0,001 0,001 0,001
caseina 0%

(1) tempo da dieta - 14 dias
"(2) UE - Uma unidade

(3) peso umido do figado(g) x 100/peso corporal (g)

(4) nlmero dos animais

enzimdtica representa um micromol de produto forma-—
do por hora nas condigoes do ensaio.

(5) os resultados s3o valores maddios COm Seus erros padroes
(6) teste t de Student. |
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TABELA 7

Resposta da atividade da L-ornitina carbamila transferase (EC-2.1.3.3)

de homogeneizados de figado de rato a mudangas na dieta, com suplemen-

(1)

tagao de ureia .

Atividade Enzimatica

UE(Z)/g de UE/fi ado UE/peso rela- UE/mg de
tecido fmid . el tivo do figa- proteina
ecl1ao umidao do (3)
| x 102 X 107 X 10°
f?j??“?4}8% 118,6+5,7 (5) 608,9+43,0 598,2+34,3 61,95+2,95
Caseina 18% | ~ .
+ ureia (10) 143,9+7,5 735,1+49,1  696,2+33,3 1 70,37+2,08
Caseina 9% (6) 54,0+3,6 200,3+35,8  294,2+16,9 28,33+2,18
Caseina 9%

'+ ureia (6) 61,6+5,1 291,8+29,0 - 333,6+26,2 33,65+2,57
Caseina 0% (6) 64,5+7,2 174,0+14,4  332,8+26,7 32,71+3,30
Caseina 0% |
+ ureia (11) 27,041,6 90,2+5,1 151,6+ 9,1 16,25+0,8

Niveis de significéncia(6), p menor do que
Caseina 18%

%
Caseina 18%
+ ureia

ns ' ns ns ) ns

Caseina 9%

i X

Caseina 9% ns ns ns ns

+ ureia '

' Caseina 0%

, X

Caseina 0% 0,01 0,01 0,01 0,01
+ ureia - ‘

Caseina 18% '
X 0,01 : 0,01 0,01 0,01
Caseina 0% ,

(1) tempo da dieta -~ 14 dias

(2) UE -~ uma unidade enzimatica representa um micromol de produto forma
do por hora nas condigdes do ensaio

{3) peso do figado (g) x 100/peso corporal'(g)

(4) ntmero de animais , ,

(5) os resultados s3o valores médios com seus erros padroes
(6) teste t de Student. '
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TABELA 8

Resposta da atividade da L~arginina succinato liase

(EC 4.3.2.1) de

"homogeneizados de llquo de ratc e mudangas de dieta suplementada

(1)

com ureia .

Atividade Enzimiatica

Dieta {2)

0%

UE / a UE/ UE /peso re- UE/ mg de
tecidogﬁmido figado lativo do protel
‘ figado (3) na
Caseina 18%  383,0+20,0 ) 1833,0+113,4  1885,2+4112,4 1,78+0,10
(12) (4) 3
€aselna 18% 253,9117,2 1420,4170,4 l37l,2i60,3 l,4li0,10
+ ureia (12) , ‘
Casefna 8%(6) 217,7+13,7 1152,4+89,5  1212,3+67,0 1,14+0,06
CaseIna 9% 252,0i;3,7 1185,8i50,2 l335,8i55,2 1,38+0,06
+ ureia(6)‘ ) '
Casefna 0%(6) 284,9+19,8 827,0+79,8  1581,0+148,5 1,52+0,11
caseina 0%  299,6%15,8 1097,7¥58,7  1802,8%¥114,5 1,76%0,10
+ ureia(8) ‘ : '
; , Niveis de significancia(s), p menor do gue
Caselna 18% : -
x 0,01 0,01 0,01 0,0!
Caselna 18% -
+ ureia
Caseina 9% .
X . - ns ns - ns -0,05
caselna 9%
+ ureia
Caseina 0%
' X ns -0,05 ns ns
Caselna 0%
+ ureia
CaseIna 18% v
X 0,01 - 0,01 ns: ng
Caselna

(1)
(2)

(3)
(4)
(5)
(6)

tempo de dieta - 14 dias

do por hora nas condi¢Ges do ensaio
peso do flgado(g) x 100 /peso corporal (g)
nimero de anlmals

teste t de Student

UE - uma unidade enzimitica representa um mlcronol de produto

forma-

os resultados sdao valores medios com seus erros padrdes
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TABELA 9

‘Resposta da atividade da LQarginase (EC-3.5.3.1 L-arginina ureia hidro-

lase) em homogeneizados de figado de rato a mudancas de dieta suplemen-

{1)

tada com ureia

Atividade enzimatica

Dieta ' UE(2)/g UE/

. UE/peso re- UE/mg de
de tecido figado lativo do proteina
amido - figado (3)
| X 10° X 10° X 10°
Caseina 18% (15) (4) "65,8i3,l 368,1+14,1 312,1+16,4  322,66+18,57
Caseina 18% ‘ ,

'+ ureia (7) = 58,4+3,2 332,6+27,7 295,5+13,3 293,69+10,63 -
Caseina 9% (4) , 51,4i3,7 264,2+17,1 279,6+21,8 272,70+16,69
Caseina 9%

+ ureia (5) ~51,5+3,8 252,0+12,7 271,8+20,1 281,92+15,48
Caseina 0% (5) 30,0+2,5 86,3+ 6,2  140,2+ 7,0 172,28+ 8,23
Caseina 0% : : ' '
+ ureia (10) 25,4+0,9 88,9+ 3,8 145,4+ 5,6 154,54+ 6,99
‘.‘ Niveis de significéncia'(G), p menor do que.
‘Caseina 18%
X «
Caseina 18% ns o ns ns ns
+ ureia
Caseina 9%

, X
Caseina 93 ns . ns | ns ns
+ ureia
Caseina 0%

X ‘
Caseina 0% ns ns ns ] ns
+ ureia
Caseina 18%
X .
Caseina 0% 0,01 0,01 0,001 0,01

(1) tempo de dieta - 14 dias

(2) UE-uma unidade enzimdtica representa um micromol de produto formado
por hora nas condigoes de ensaio

(3) peso do figado (g) x 100/peso corporal (g)

(4) nimero de animais

(5) os resultados sao valores médios com seus erros padrdes
(6) teste t de Student



49

TABELZ 10

Resposta da atividade da L-glutamato desidrogenase (EC-1.4.1.3 L-glu~

tamato NAD+(P) oxiduredutase) de homogeneizados de figado de rato a

{1)

mudancas de dieta suplementada com ureia .

Atividade enzimatica

Dieta , (2)/g de teci UE/fi ado UE/peso rela~ UE/mg de
do Gmido E tivo do fi proteina
gado (3)
X 102 , X 102 X 102
¥ Cgseine, t5% 37,9+ 1,7 (5) 198,0+ 7,7 186,3+ 8,2  18,27+0,94
Caseina 18% ' ' . R
 eeeia (5) 35,8+ 2,7 186,6+16,1  173,5+11,9  19,56+1,51
X Caseina 9% (6) 32,8+ 0,4 175,2413,7  183,4+ 2,9  17,20+0,47
Caseina 9% '
+ ureia (6) 39,9i»2,8 187,5+ 9,4 211,3+410,5 21,84+1,20
- X Caseina 0%(12) 29,8+ 1,5 88,0+ 4,6 158,1+ 6,9 17,10+1,01
Caseina 0% : ' ‘ ’
+ ureia (5) 35,2+ 1,6 1ll6,0+ 8,9 191,7+13,6 21,83+41,66¢

(6)

Niveis de significancia , p menor do que

Caseina 18%

Caseina 18%

X .
ns ns ns ns

+ ureia

. Caseina 9%

Caseina 9%

X -0,05 ns -0,05 ~0,05

+ ureia

Caseina 0%

X o ns -0,01 -0,05 -0,05

Caseina 0%
+ ureia ~

Caseina 18%

X 0,01 0,01 0,05 ns

" Caseina 0%

(1)
(2)

(3)
(4)
(5)
(6)

tempo de dieta - 14 dias

UE -~ uma unidade enzimatica representa um micromol de produto forma
do por hora nas condigoes de ensaio

peso do figado (g) x 100/peso corporal (g)

nimero de animais

os resultados sao valores médios com seus erros padroes

teste t de Student
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TABELA 11

Resposta da atividade da L-glutamato-oxaloacetato aminotransferase

(EC~2.6.1.10).de homogeneizados de figado de rato a mudangas de di

eta suplementada com ureia

Atividade enzimatica

Dieta UE(Z)/g de E/fi ado UE/peSO rela- UE/mg de
tecido g tivo do fi prote
umido gado (3) ina

x 10° X 10° X 10°
fig?lnﬁ4}8% 14,8+0,4 (5)  74,6+3,9 63,3+3,5 69,80+2,90
Caseina 18%
+ ureia (10) l4,0i0,4 71,6i3,7 67,8il,9 69,26il,98
Caseina 9% (6) 15,5+0,4 82,3+5,7 83,245,2 81,10+2,21
Caselna 2% 15,240, 4 72,0+3,9 81,1+4,0 83,28+1,29
+ ureia (6) - - - -
Caseina 0% (12) 11,540,3 33,8+1,4 60,9+1,9 65,35+1,76
Caselna 0% i
e 1) 10,240,4 36,0+1,5 59,2+2,2 61,96+2,03
, , Niveis de significancia(Q,p menor do que

Caseina 18% ‘

X ;
Caseina 18% ns ns ns ns
+ ureia
Caseina 9% A

X ns . ns ns ns
Caseina 9%
+ ureia
Caseina 0%

X 0,05 ns ns ns
Caseina 0%
+ ureia
Caseina 18% ,

X 0,01 0,01 0,01 ns
Caseina 0%

(1) tempo de dieta ~ 14 dias

(2) UE-uma unidade enzimatica representa um micromol de produto formado
por hora nas condigoes - de ensaio

(3) peso do figado (g) x 100/peso corporal (g)

(4) ntmero de animais

(5) os resultados sao valores médios com seus erros padroes

(6) teste t de Student
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TABELA 12

Resposta da atividade da L~glutamato piruvato aminotransferase (EC-2.6.1.12)

de homogeneizados de figado de rato a mudangas na dieta com suplementagao

de ureia

(L)

-Atividade enzimatica

Dieta UE(Zj/g de te UE/f« do UE/peso re UE/mg de
cido +ga lativo pro-
Gmido do figa teina
| “do (3)
X 102 X 102 X 102
Caseina 18% 575,0+29,4  543,9+36,1 53,10+3,02

(8) (4)
Caseina 18%
(10)

Caseina 9% (4)
Caseina 9%
+ ureia (5)

Caseina 0% (5)
Caseina 0%
+ ureia (5)

Caseina 18%

X
Caseina 18%
+ ureia .

Caselina 9%
X ;
Caseina 9%
+ ureia
Caselna 0%
X
Caseina 0%
+ ureia

Caseina 18%
X
Caseina 0%

111,9+7,3 (5)

95,9+8,0

75,3+1,4
71,4+4,5

46,5+5,9

20,7+1,7

Niveis de significancia

ns

ns

0,01

481,8+36,2

389,2+25,9
350,9+21,7

128,8+19,6
77,7+ 6,5

ns

ns

0,05

0,01

464,1+39,7

409,6+20,1
379,6+33,6

241,7+29,2

127,7+12,51

(6)

ns

ns

0,01

0,01

48,50+5,31

40,17+2,42
39,07+1,51
24,34+3,4%
12,36+1

. P menor do-gue

ns

ns

0,01

0,01

(1) tempo da dieta ~ 14 dias

(2) UE-uma unidade enzimidtica representa um micromol de produto

por hora nas condigoes de ensaio

(3) peso do figado (g) x 100/peso corporal (g)

(4) nGmero de animais

(5) os resultados sao valores médios com seus erros padroes

(6) teste t de Sudent

formado
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Figura 3. Atividades especificas da OTC, L-arg e GPT no figado de

ratos em fungao do tempo da dieta.

A)

B)

dieta com 18% de caseina e dieta com 18% de caseina

~suplementada com ureia;

dieta com 0% de caseina versus dieta com 0% de case

- X
ina suplementada com ureia.

Unidades enzimaticas s3o expressas por miligrama de pro
teinas. Veja tabelas 13, 14 e 15.
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TABELA 13

" Resposta da atividade da L~ornitina transcarbamilase

de figado de rato, a mudanc¢as na dieta, em fungao do

tenmpo.

»Dieta

Tempo em dias

7

14

Caseina

Caseina

+ ureia.

Caselna

Caselna

+ ureila

-
Caseina

X

Caselna

+ ureia
‘casefna
X

Caselna
.+ ureia

18%
18%

0%
03
18%
18%
0%

0%

*
60,34

+

* %
1,8(8)

64,57
57,93

38,08
35,25

I+ 1+

+
+

3,01(6)
2,101(6)

2,76(6)

* & %k

Niveis de significdncia, p

ns

ns

61,95
70,37

5,71(6) 32,71
16,86

menor

2,395(14)
2,08(10)

+3,30(6)
+ 0,87(11)

ns

Os resultados sao valores médios com seus erros padroes.

~ * Unidades enzimdticas - micrombis de produto formado por g de:

tecido Umido, por hora, por mg de proteina.

_** Numero de animais

*%% Tegte t de Student
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TABELA 14

Resposta da atividade* da L~arginase de figado de

rato a mudangas,‘na dieta, em fungﬁo do tempo.

Tempo em dias

Dieta
0 7 14
’ * %
Caseina 18% 340,0+6,4(3)  318,35+7,20(3) 322,66+18,57(15)
Caselna 18% ‘ - 363,29+6,85(5) 293,69+10,63(7)
+ ureia
Caseina 0% , - 225,30+7,82(6) 172,28+8,23(5)
Caselna 0% - 315,4+6,45(6) 154,54+6,99 (10)
+ ureia
- - % k%
Niveis de significancia, p menor do gue
Caseina 18%
X o - ns ns
Caseina 18% ‘
+ ureia
Caseina 0%
CaseIna 0% '
+ ureia

Os resultados sao valores médios com seus erros padroes.

* Unidades enzimiticas - micromdis de produto formado por g de
tecido Gmido, por hora, por mg de proteina.
** Numero de animais
*** Teste t de Student
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TABELA 15

piruvato ami

notransferase de figado de rato, a mudangas na die

ta, em fungao do tempo

Dieta

Tempo em dias

0 7

14

CaseIina 18%
Caseina 18% + ureia
Caselina 0%

Caseina 0% + ureia

Céseina 18%

x
Caselna 18% + ureia
Caseina 0%

. .

CaseIna 0% + ureia

34,54+2,4(8) 45,51+4,20(3)

- 48,65+3,80 (4)
- 36,98+2,82(6)
- 23,02+2,30(6)

Niveis de significincia,

ns

53,10+3,02(8)
48,50+5,31(10)
24,34+3,45(5)
12,36+1,10(5)

p menor do que

ns

Os resultados sao valores médios com seus erros padroes

* Unidades enzimaticas - micrombis de produto formade por g de

tecido tmido, por hora, por mg de protelna.

. ** Numero de animais
*¥**% Teste t de Student



£ interessante observar, para cada enzima, as varias ex
pressoes de atividade enzimitica, considerande os niveis enzimdti -
cos correspondentes i dieta purificada com 18% de caseina como 100%

de atividzde. (Figura 4)

TABELA 16

Niveis enzimAticos em figado de ratos alimentados

com dieta purificada com caseina a 9%.

*
Enzina tecggégﬁgido fgggdo gﬁg ng dZEgroteina

cPS 52,36 52,93 55,27 56, 80
OTC 45,53 47,68 49,18 45,73

As 56,83 62,87 64,31 64,04
L-arg 78,25 71,78 89,59 84,52
GPT . 67,25 67,69 75,31 75,65
Gor 104,50 110,31 131,42 116,19

GDH o 86,59 88,50 98,49 94,14

(*) % da atividade enzimitica

TABELA 17

Niveis enzimaticos em figado de ratos alimentados

cem dieta purificada com caseina 0%

Enzima U@/g ?e.* PE/ uE/ UE /g
tecido umido figado pri mg de proteina

CPS | 36,40 22,05 37,50 44,08

oTC | 54,45 28,57 55,64 52,80

AS 74,37 45,12 83,86 85,39
L-arg 45,69 23,45 44,94 53,39

GPT 41,53 22,40 44,45 45,84

GOT 77,49 45,90 96,12 93,62

GDH | 78,67 44,46 84,88 93,60

(#) % de atividade enzimatica
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Figurayé. Atividades das enzimas no figado de ratos durante 14

dias de dieta. (A) ratos alimentados com dieta com 9%
de caseina (Tabela 6),; e (B) alimentados .com dieta
livre de proteinas (Tabela 7). As atividades das en-
zimas estao representadas como valores relativos com

parados com as atividades encontradas em figado de

ratos alimentados com dieta contendo 18% de caseina.

As linhas interrompidas representam os valores das
unidades por peso relativo do figado.

Atividade especifica define unidade enzimatica por
miligrama de proteinas. Atividade total define unida

de enzimidtica por peso (g) do figado.



TABELA 18

Niveis enzimaticos em ratos alimentados com dieta

purificada com caseina a 18% suplementada com ureia*

Enéima UE*f/g gé‘ U@**/ UE**/ UE**/mg -

, tecido umido figado prf de proteina
cps 99, 85. 104,64 98,89 103,92
OTC 121,33 120,72 116,37 113,59

AS 66,29 77,49 72,74 79,21

L-arg 88,85 90,34 94,68 91,02
GPT 85,67 83,79 85,32 91,34
. GOT 94,42 35,90 107,09 99,23
GDH 94,30 94,24 107,06

93,16

* Dieta purificada, caseina 18%

** ¢ de atividade enzimatica

TABELA 19

-~ 100% de atividade

Niveis enzimaticos em ratos alimentados com dieta

purificada com caseina. a 9% suplementada com ureia*

UE**/g de

Enzima . - UE:**/ UE**/ UE**/mg*
tecido umido figado prf de proteina

CPS 130,43 125,54 141,54 145,98
OTC 114,07 100,50 113,37 118,78
AS 115,79 102,90 110,19 121,05
L-arg 100,10 95, 36 97,18 - 103,38
GPT 94,84 90,15 92,67 57,26
GOT 98,02 87,51 97,14 102,69
GDH 121,41 101,32 115,20 126,98

* Dieta purificada com 9% de caseina considerada 100% de atividade

** ¢ de atividade enzimatica



TABELA 20

Niveis enzimiticos em ratos alimentados com dieta

purificada com caseina a 0% suplementada com

i

reia *

. UE**/q de UE/. UE/ UE /mg de

Enzimas tecido tmido  figado prf proteina
cPS 78,19 93,00 84,33 83,58
oTC - 41,84 51,87 45,57 49,68
AS 105,18 132,73 114,03 115,79
L-arg 4 84,67 103,00 103,69 89,70
GPT ‘ 44,65 60,35 52,83 50,78
GOT ) 88,88 106,45 97,21 94,81
GDH 117,89 131,87 121,26 127,66

* Dieta purificada, caseina 0% ~ 100% de atividade

** 3 de atividade enzimatica.
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Atividades das enzimas sao expressas em seus valores rela
tivos. A) valores relativos da atividade especifica e va-
lores relativos, atividade total, UE/figado de ratos, ali
mentados com dieta com caseina a 18% suplementada com u-
reia (Tabela 18); B) os mesmos valores para ratos alimen-
tados com dieta com caseina a 9% suplementada com ureia
(Tabela 19); C) os mesmos valores para ratos alimentados
com dieta livre de proteinas suplementada com ureia (Tabe
la 20). As linhas interrompidas representam valores de a-
tividade total, considerando o peso relativo do figado.



IV. DISCUSSAO

Nossos resultados confirmam as experiencias descritas na
literatura sobre adaptagao de enzimas por alteragcdes nutricionais
{}feedland & Harper (1957), Schimke (1962, 1962a) Rogers (1968) Mc
‘Givan (1974) Das (1971) e Das & Waterlow (1974ﬂ .

" A atividade das enzimas do ciclo da ureia diminuiu gquan-

8o a concentfagao da proteina na dieta foi reduzida (fig. 2).

A atividade da AS e da OTC aumentou quando a dieta  foi
livre de proteinas nac concordando com os resultados apresentados
por Schimke {1962a).

, Quanto as amino transferases, a'GOT aumentou a atividade
com a dieta a 9% de caseina (fig. 4). Cheek (1%69) demonstreu um
aumento na atividade da GOT com restrigdo proteica. A atividade ob
servada para a GPT confirmou os estudos conhecidos de Rosen (1959),
Muramatsu e Ashida (1962) e Peret (1974). ’

Quanto 3 atividade da GDH, ndo houve alteracao significa
tiva de acordo com a concentragao de proteinas na dieta. Estes re-
sultados estdo de acordo com Schimke (1962).

’ Um paralelismo das alteragdes que ocorrem entre a veloci
‘dade e a extensdo de mudangas na atividade das enzimas do ciclo da
‘ureia e das enzimas relacionadas ao metabolismo nitrogenado (GDH,
GOT e GPT) em figado de ratos alimentados com dieta proteica e sem
‘proteina, acrescida de ureia, nao foi realizado em animais monOgég”
tricos. N&s observambs que a ureia adicionada a dietas de concen-.
tragdes diferentes em proteinas e livre de proteinas ocasionou al-
teragCes. na atividade das enzimas do ciclo da ureia, na atividade .

- das aminotransferases estudadas e na atividade de GDH.
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NOs observamos que a ureia adicionada a dietas de concen
tragoes diferentes em proteinas e livre de proteinas ocasionou al-
teragées na atividade das enzimas do ciclo da ureia, na atividade

das aminotransferases estudadas e na atividade da GDH.

‘ Quando a dieta continha 18% de caseina e ureia em concen
tracdo a 6,2%, que duplicou a concentragdo de nitrogénio, a ativi
dade da AS foi modificada signifiéativamente (p £ 0,01). Schimke
(1963) acrescentou 7,5% de ureia a dieta (caseina a 15%) para ra-
" tos e nao observou alteragoes nos niveis das enzimas do ciclo da
.ureia. Entretanto quando Flores et alii (1962) adicionaram cloreto
de amonia a 1,5% na agua de beber, para ratos, houve uma queda na
atividade da OTC e da arginina succinato sintetase (sistema comple

to: sintetase e liase).

Chalupa (1970) observou uma gueda na atividade da Cps,
OTC e L-arg., quando alimentou carneiros com ureia, e um aumento
na atividade da AS e da arginina succinato sintetase, o gque ocor-
reu também com as amino transferases, GPT e GOT, e com a atividade

da GDH, cujos aumentos foram significativos.

A dieta com concentragao reduzida de proteina e ureia a
6,2% ocasionou um aumento na atividade das enzimas do ciclo da ureia,
sendo este aumento significativo para a CPS (p & -0,01) e a AS
(p £ -0,05) considerando a atividade especifica (unidades enzimati
cas por hora por miligrama de proteina). A atividade das amino
transferases, GOT e GPT, nao foram afetadas significativamente. A

atividade da GDH aumentou de maneira significativa (p £ -0,05).

A Carbamila fosfato pode inativar a GDH em ccndigSes fi-
siolbdgicas. A atividade da CPS adapta-se a carga protéica, mas na
dieta suplementada com ureia quando a proteina foi reduzida de 18%

- a 9%,va atividade da CPS aumentou, o que alias, ocorreu com as en-
zimas estudadas, com exceggo da GOT. Como a atividade da GDH é sen
sivel 3 carbamilafosfato (Chabas & Grisolia, 1972) n3o parece ter
havido inibicao da GDH, pelo contrério,‘um aumento da atividade,pe’
o gque a carbamilafosfato néo_deve‘ter,sido;acumulada (Fig. 4). Po-

deriamos pensar num aumento de quantidade de amonia que chega ao



63

figado, produzida por agao da flora microbiana intestinal sobre a

ureia, Wrong (1971).

A dieta livré de proteinas contendo ureia em concentra«
' _¢ao isonitrogénica 3 dieta com caseina a 18%, ocasionou altera-
goes bastante interessantes na atividade das enzimas testadas. Ob
servamos um aumento significativo da atividade da GDH (p £ -0,01)
e nao significativc da AS, considerando atividage especifica, mas
um aumento significativo quando consideramos atividade total (uni
dade por figado) (p < -0,05).

A atividade da CPS (p{0,05), OTC (p<£0,01) e GOT (p<0,01)
.foram»signifiCativamente diminuidas. Nestes resultados a ativida-

de da flora microbiana parece n3o ser importante.

" Observando a mudanga na atividade das enzimas em fungdd -
" do tempo, citamos trés enzimas que a nds pareceram importantes no
_comportamento da atividade (fig. 3). ApOs 7 dias de dieta a ativi
dade da L-arginase wumentou nos figados dos ratos alimentados com
a dieta (caseina a 18%) contendo ureia (fig. 3 A). O mesmo fenémg
no foi observadc na atividade da enzima dos figados dos ratos ali.
mentados com a dieta livre de proteinas contendo ureia (figl 3 B).
No 14¢ dia, a atividade diminuiu, sem ser estatisticamente signi-

"ficativa,

Quanto a atividade da OTC, o fendmeno ocorrido nas mes-

‘mas condigGes de dieta foram opostos da L-arg na primeira semana.

"Um novo mecanismo regulador foi verificado recentemente
em Saccharomyces cerevisiae por Messenguy (1971): este organismo

possui uma’L—arginase que tem a propriedade de se ligar a OTC.

~Esta ligacdo produz uma‘inibigéo na atividade da enzima.
~Nas experi@ncias com Torulopsis utilis foi detectado um efeito ini-
bidor da ureia sobre a L—-arginase com um aumento dos niveis da
L-arginina. Sabe-se que a ornitina em excesso €& inibidora da ati=

vidade da OTC, inibigac que é aumentada guando se coloca arginina

- no meio.,
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A necessidade exata de L-arginina para a sintese de pro
teinas dos mamiferos nao e conhecida; Featherston et alii {1971)
observaram que nao & o figado, mas o rim, que sintetiza a maior

porgéo de L-arginina usada para a sintese de proteinas.

Os niveis enzimaticos da GPT foram bastante reduzidos -
com 7 dias de dieta livre de proteinas contendo ureia. Prior et
alii (1970) fizeram observacdes semelhantes em figado de carneiro
alimentado com ureia. A alamina & mais rapidamente metabolizada
pelo figado do que gualquer outro aminodcido. A principal . etapa
de seu catabolismo é a transaminagéo com alfa cetoglutarato, rea-
' ¢do muito rapida em relagéo 3 sintese de proteinas (Krebs et alii,
1973) - No décimo quarto dia de dieta livre de proteinas contendo

ureia a gueda da atividade foi reduzida a cingllenta por cento apro
ximadamente. Se observarmos a queda de atividade, em atividade total
ela foi aproximadamente de 80% (fig.5).

Os valores de KM das enzimas que iniciam a degradacgao -
dos ‘aminoicidos s3o altos, de maneira gue havera catabolismo se
houver uma sobrecarga. E o ciclo da ureia esta relacionado a reti
rada "a mais" e naturalmente pode se pensar num controle da- velo-

cidade de sintese da ureia pela quantidade "a mais" de nitrogénio.

Deosthale & Tulpule (1969) em experiencias com antibio-
ticos, em ratos, afirma que observaram diferencgas consideraveis na
atividade da AS, uma diminuicao maior ou menor conforme o antibi-
6tico. A OTC aumentou a atividade, eles a consideraram limitante
na sintese da ureia. A literatura consultada & quase undnime em
afirmar que o sistema arginina sintetase deve ser a etapa limitan
te, Rahi& & SHihkonen (1968),Cohen (1970), entre outros.

 Nossos resultados vieram trazer novos dados para inter-
pretar o controle da sintese da ureia, mas hd muitas condig¢oes :a
serem testadas. A necessidade para nitrogénio essencial e nao es-
sencial na dieta pode variar em diferentes estdgios de crescimen-
to (Munro, 1975). A icdade dos animais nas experiéncias & muito im
portante E?harbonneau (1967), Robuge (1967)}} A adicgao de nitro-
génio nao especifico a dietas pode criar um desequilibrio nos ami

nodcidos que aumentam as concentracbes no sangue.
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Os resultados apresentados dao a entender queka ureia
tem efeito sobre o metabolismo nitrogenado. Se houve metabolismo
da ureia fornecendo grupos « aminicos com aumento da GDH e sinte-
se de acido glutamico nao podemos provar. Um novo mecanismo enzi-
matico de aproveitamento do nitrogénio ureico foi revelado por
Roon e Levenberg (1968) em Candida Utilis, por uma ATP.amidoliase.

A reducao da atividade da OTC e da GPT, enzima. glucone

ogénica, parece condizer com uma poupanca de grupos alfa aminicos.
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V. SUMARIO

Uma série de estudos foram realizados para esclarecer a natu-

reza enzimatica da alimentagao com ureia em ratos Wistar, ma-

‘'chos, em idade de crescimento.

Nas cohdigSes estudadas, a dieta considerada padrdo (de refe-
réncia) continha 18% de caseina. Uma etapa do trabalho foi
realizada alimentando'os ratos com dieta livre de proteina su
plementada com ureia, em guantidades isonitrogénicas & dieta
padrao, acompanhando outro grupo de ratos alimentados com di-
eta controle, livre de proteina. Noutra experiéncia, os ratos
foram alimentados com a dieta considerada padr3o suplementada

com ureia, de maneira que © suprimento em nitrogénio foi du-

'plicado, Numa terceira etapa a guantidade de proteinas na di-

eta padrao, foi reduzida a metade e esta dieta foi oferecida
como controle de uma dieta nas mesmas condigoes suplernentada
com ureia, em quantidades isonitrogénicas a dieta padrao (de

referencia).

Em todas as condigoOes expostas, apds um periodo de 7 e de 14
dias os ratos foram sacrificados e determinou-se no figado a
'atividaderdas enzimas dchiélo da ureia e a atividade da GOT,
GPT, GDH e da urease. Esta foi também pesquisada no rim, na

mucosa gastrica e na mucosa intestinal.

Os resultados confirmam as experiéncias sobre adaptagdo das
enzimas do ciclo da ureia a carga de proteinas, com excegao da
AS.

A adigdo de ureia as dietas apresentou um comportamento bem

distinto das enzimas estudadas. Houve uma diminuicdo signifi-

cativa nos niveis da OTC e GPT quando a dieta n3o continha pro

"teina, entretanto a atividade da GDH aumentou.

Nao foi revelada atividade ureisica nos tecidos estudados.
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